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R E LE VA N C IA  DEL ESTUDIO DEL SISTEMA HLA EN LOS ESPERMATOZOIDES
H U M A N O S .
El Com pte jo  P rin c ip a l de H is to co m p a tib ilid a d  en e l hombre (Sistemo 
H LA ) se encuen tro  lo c a liz o d o  en e l b rozo  co rto  de l cromosomo n -  6 .
Com o lo t  C om ple jos P rinc ipa les  de H is to co m p a tib ilid a d  de ofras espe- 
c ies  su fic ien tem e n te  estudiados co n tie n e  genes que c o d if ic a n  para I os on tfgenos 
de h is to c o m p a tib ilid a d  (ontfgenos H L A -A , - B , - C , - B w 4 ,B w 6 , - D  y -D R ); genes que 
c o d if ic a n  para fac to res de l com plem ento , ta n to  de la  v fo  c lo s ica  (C 2 , C 4 , (C 8 ? )) 
com o de la  v fo  a lte rn a t iv o  (fa c to r B) y  genes de la  respuesta inm une, en tre  o tros.
Se ban de tec tod o  productos c o d if ico d o s  por e l Sistemo HLA en la 
su p e rfic ie  de casi la  to ta lid a d  de las ce lu la s  nucleadas de l organism o humano 
estud iados. Se sobe, odemos, que o lgunos de estos productos eston se lec tivo m en - 
te  expresodos solo en determ inadas estirpes ce lu lo re s .
A unque se com probo, casi a  ra iz  de su de scub rim ien to , que e l S is- 
tema HLA es e l sistemo g e n e tico  humano mas im po rtan te  en e l re chazo  de in je rto s , 
se desconoce e l popel b io lo g ic o  re a l de I os on tfgenos de h is to c o m p a tib ilid a d .
R ecientem ente te  ban presentodo pruebos a favo r de la  p o r tic ip o c io n  
de los on tfgenos de h is to c o m p a tib ilid a d  en los fenomenos de co n to c to  y  re c o n o c i-  
m ien to  c e lu lo r  (en tre  e l los los de la  respuesta inm une) y  en los procesos de la  
fe r t i l iz o c io n  de an im a les in fe rio re s  y  p lan tas .
Los su sce p tib ilid o d  a podecer o lgunos enferm edodes esta es trecho - 
mente osociodo a determ inodos on tfgenos H LA , de monero que éstos on tfgenos de 
h is to c o m p a tib ilid a d  pueden u t iliz o rs e  como morcodores de l gen , o genes, que 
co n fie re n  esta su sce p tib ilid o d .
En fu n c iô n  de los hechos mos o rr ib o  expuestos, la  re le v o n c io  del 
es tud io  de la  expresion de los on tfgenos de h is to c o m p a tib ilid a d  en los e spermato­
zoïdes humonos puede resumirse en los s igu ientes puntos:
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1 . -  Los resultodos presentodo por d ife ren tes  grupos en cu a n io  o la  exp res ion de 
los on tfgenos de h is to c o m p a tib ilid a d  en los e spermatozoïdes humonos son 
c o n tro d ic to r io s . Adem as, no se ho es tud iodo en estas cé lu lo s  la  exp res ion 
de la  to ta lid o d  de los on tfgenos de h is to c o m p a tib ilid a d  y de otros productos 
de genes osociodos.
De coro a de te rm ine r e l po s ib le  popel de los on tfgenos HLA en F e rtiliz o c io n  
es necesario  sober si los esperm otozo ides expreson estos on tfgenos.
2 . -  En e l ro tôn  se ho com probodo que e x is te  exp res ion se le c tive  de on tfgenos 
de h is to co m p o tib ilid o d  y p roductos de genes osociodos en los esp erm o tozo i- 
des. Se desconoce si en los esperm otozoides humonos ex is te  tom bién une 
expres ion se le c tive  de los p roductos de l Sistemo HLA y cué les son los que 
se expreson.
3 . -  Dado que los esperm otozoides son cé lu lo s  hap lo ïdes, la  expres ion de productos
de l Sis-temo H LA , en co n c re te  la  expresion de productos H L A -D , serfo 
de gron in te rés  desde e l pun to  de v is to  té c n ic o  d e lt ip o je  H L A -D , yo que 
en tonces, estas cé lu lo s  podrfon  u t iliz o rs e  como sustitu tos de lus cé lu lo s  
estim ulodores de l c u lt iv e  m ix te  de lin fo c ito s ,  hom ocigotas en H L A -D , muy 
escosos y de d i f i c i l  o b te n c iô n . Los esperm otozoides presenter fan ademas 
la  gron ve n to je  de ser cé lu lo s  que no  pueden d iv id irs e  s iendo, por to n te , 
exc lus ivom en te  es tim ulodoros.
4 . -  La presencio  de on tfgenos HLA en la  su p e rfic ie  de los esperm otozoides 
p lo n te o rfo  la  p o s ib ilid o d  de q u e , en q lgunos cases, estos on tfgenos pud ie ron  
u t iliz o rs e  como m orcodores gené ticos de esperm otozoides portodores de genes 
ligodos o l Sistemo HLA que co n fie re n  su sce p tib ilid o d  a podecer determ inodos 
enferm e do des. E lle  p e rm itir fo  la  id e n tif ic o c io n  de estos esperm otozoides y su 
e lim in o c iô n  p re v io  a uno fe r t i l iz o c io n  a r t i f ic ia l .
I N T R O D U C C I O N
4 -
1 . -  C R O N O L O G IA  DE LAS IN V E S T IG A C IO N E S  EN  EL C O M P LE JO  P R IN CIPA L DE 
H IS T O C O M P A T IB IL ID A D  E N  EL HOMBRE (SISTEMA H L A ).
Dausset, 1954, a p o rtô  la  p rim era  prueba de la  ex is te n c ia  de un sistema 
a n tig é n ic o  le u c o c ita r io  a l observar la  presencia  de le u co o g lu tin in a s  en e l suero 
de in d iv id u o s  que habfan re c ib id o  un e le va d o  numéro de transfusiones de sangre . 
Posteriorm ente Dausset, 1958, co n firm é  esta suposic iôn cuando observé que los 
sueros de 7 de estos in d iv id u o s  p o litrons fu nd id os  reocctonoban  de un modo s im ila r 
a g lu tin o n d o  los le u co c ito s  de l 60%  de los in d iv id u o s  de la  p o b la c ié n  francesa , 
m ien tras que no o g lu tin o b o n  los le u co c ito s  de n ing uno  de estos 7 in d iv id u o s .
Dousset lla m é  a  este o n tfg e n o , d e fin id o  por e l suero de estos 7 p a c ie n te s , Isoa n tf- 
geno M A C  (ahora co n o c id o  com o H L A -A 2 + H L A -A 2 8 ) ,  describ ien do  os f e l p rim er 
o n tfg e n o  H LA .
En este mismo oMo Payne y Rolfs (1958) y  van Rood e t a l .  (1958) mos- 
tra ron  independ ien tem en te  que e l em borozo (a c tua lm e n te  fuen te  p r in c ip a l de sueros 
o n t i-H L A )  podfa  in d u c ir  la  fo rm oc ién  de an ticue rp os  a n t i- le u c o c ita r io s .
V an Rood (1962) a pesor de la  im pe rfec ta  sero logfa  e x is ta n te  en esa 
época y m ediante  a n a lis is  de com putador d e sc rib ié  e l sistemo d ia le l ic o  4 a ,4 b  (hoy  
Bw4, Bw6) y por m ed io  de absorciones e n con tré  que estos on tfgenos estobon présen­
tes en la  mayor po rte  de los te jid o s  humonos.
S im ulténeom ente , Shulmon e t a l .  (1 96 2 ,1 9 6 4 ) m ostroron que e l t ip a je  
de on tfgenos le u c o c ito r io s  hosta entonces bosodo en reocc iones de le u c o o g lu tin o -  
c ié n  podfa  re a liza rse  m ed ian te  un test de f i ja c ié n  de com plem ento u t il iz o n d o  
p loquetas como fuen te  d e l o n tfg e n o . Sin em bargo, la  e x is te n c ia  de sueros que 
re occ iono ron  su fic ien tem e n te  fu e rte  en este test era bostonte ra ra y  fu e , por to n to , 
muy im portan te  cuando en 1964 Terasaki y M c C le lla n d  in tro d u je ro n  e l test de 
m ic ro lin fo c ito to x ic id a d  m ucho méssensible y que con varias  m o d ifica c io n e s  ha m an- 
te n id o  su popel p r in c ip a l en e l t ip a je  se ro lé g ico  de los on tfgenos HLA hosta nues- 
tros dfos.
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De spues de l descub rim ien to  de l p rim er o n tfgen o  le u c o c ita r io  e l numéro 
de estos on tfgenos fue  oum entondo rop idom ente y yo en 1965 Dousset e t a l .  (1965) 
y von Rood e t a l .  (1965) sug irie ron  que la  m ayor po rte  de estos on tfgenos p e rte -  
necfon  a un mismo y  u n ic o  sistemo g e n é tic o .
Los pruebos d e fîn it iv o s  de que esta era os f se o b tuv ie ro n  en e l I I I
"W orkshop" de H is to c o m p a tib ilid a d  (1967) (1 ), cuando 16 equipos d ife ren tes  tip o ro n
la  mismo muestro de fa m ilie s  i ta  lianas se lecc ionodos por C e p p e llin i e t a l .  (1 9 67 ,196 8 ). 
Los pruebos fueron ton  con tundentes que un C om ité  de N om e nc la tu re  de la  O . M . S .
op robô denom inor a l nuevo  sistemo g e n é tico  com o Sistemo H L -A  (1^*^ (A ) Sistemo de
A n tfgenos L e u co c ito r io s  Humonos descub ie rto ) (2 ).
K is sm e ye r-N le lse n  e t a l ,  (1968) presentoron un m odelo s im p lif ic o d o  del
Sistemo HLA com puesto po r 2 lo c i estrechom ente ligodos co n tro lon do  2 series de
antfgenos (LA y FO UR , hoy H L A -A  y H L A -B ). Este m odelo  fue opoyodo por e l 
de scubrim ien to  de uno fa m ilio  con un sobrecruzom iento  en tre  los dos lo c i ,  K issm eyer- 
N ie ls e n  e t a l .  (1969) y  poste rio rm en te  con firm odo  durante e l IV  "W orkshop" d e " 
H is to co m p a tib ilid a d  (1970).
La e x is te n c ia  de uno te rce ro  serie (A J , hoy H L A -C ) estrechom ente oso- 
c io d a  con la  H L A -B , que ya  hab fo  si do sugerido por Sandberg e t a l .  (1970), fue 
con firm odo  por Ldw e t a l .  (1974) qu ie n  con su recom binante  en tre  H LA -B  y H L A -C , 
ademas lo c a liz e  este nuevo  locus e n tre  los lo c i H L A -A  y H LA -B .
Bernoco e t o l .  (1973) m ostroron que los an tfgenos H L A -A  y H LA -B
o p o rec fon  en m o lécu les  d ife re n te s  en la  membrona c e lu lo r  y  Solheim  e t a l .  (1973) 
encon tro ron  que los an tfgenos H L A -C  tom bién oporecfon  en m o lecu les  d ife ren tes  a 
H L A -A  y  H LA -B .
(1) C onv iene  seAolar o q u f que e l e spectacu la r désarro i lo  de l co n o c im ie n to  de l Sis- 
temo HLA en ton poco tiem po  solo ha sido pos ib le  g rac ias  a una serie de reuniones 
in te rn o c io n o le s  (W orkshops) que te  v iene n  re o liz o n d o  desde 1964 y a l in le rco m b io  
perm onente de m a te ria l b io lo g ic o  (cé lu lo s , sueros, e t c . ) ,  de té cn icas  y de ideas 
que bon hecho de l Sistemo HLA e l sistemo g e n é tic o  mos co m p le jo  y m e jo r con oc ido  
en e l hom bre.
(2) En 1978 e l Sistemo H L -.A  posé o ser d e fin it iv o m e n te  Sistemo HLA (Human Leuko­
c y te  A n tige ns ; Sistemo de A n tfgenos L e ucoc ito rios  H um ano).
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La prueba de que e l Si stema HLA e ra  e l sistemo p r in c ip o l de h is tocom po­
t ib i l id o d  en e l hombre lo  ob tu v ie ro n  C e p p e llin i e t o l .  (1969) y  Amos e t o l .  (1969) 
en expérim entes con in je r to s  de p ie l .
El V  "W orkshop" de H is tocom pob ilid od  (1972) tu vo  por o b je to  e l es tu d io  
de l Sistemo HLA en d is tin ta s  p o b loc ion es . 29 lo b o ro to rio s  tip o ro n  54 p o b loc ion es  de 
d ife ren tes  partes de l mundo con la  mismo b â te rio  de sueros o n t i-H L A . O c u r r iô  
que muchos an tfgenos H LA que estobon b ien  d e fin id o s  en coucosoides no lo  estobon 
to n to  en otros grupos é tn ico s  y  se en co n tro  que o lgunos an tfgenos HLA estobon p ré ­
sentes solo en o lgunos po b loc ion es .
En 1964 Boin y  Lüw este in  (1964) y  Bach y H irschhorn (1964) habfdn  e n -  
con trod o  que los l in fo c ito s  de in d iv id u o s  d ife re n te s  sufrfon tronsfo rm aciôn  b lo s t ic o  
y p ro life ro b o n  cuondo se m ezclobon y  c u lt iv o b o n  juntos 'In  v i t r o "  (C u lt iv o  M ix to  de 
L in fo c ito s  : M LC  : M ix e d  Lym phocyte C u ltu re ) .
En 1967, Boch y Amos encontro ron  que e l c u lt iv o  m ix to  de l in fo c ito s
ero n e g o tivo  cuondo los in d iv id u o s  que se u t il iz o b o n  com o donontes de l in fo c ito s
eron HLA id é n tico s  y K issm eyer-N ie ls e n  e t o l .  (1970) dem ostroron que e l c u lt iv o  
m ix to  de lin fo c ito s  ero inde pen d ien te  de los on tfgenos de los series H L A -A ,-B  y -C .
Duronte e l V I "W orksh op " de H is to c o m p o tib ilid o d  (1975) quedô d e f in i­
tivom en te  d e fin id o  e l locus H L A -D  com o p r in c ip o l responsoble de l c u lt iv o  m ix to  de 
l in fo c ito s , lo c o liz o d o  en lo  p ro x im id o d  de l locus H LA -B  y fue ro  de l segmento en tre  
H L A -A  y  H LA -B . Adem as, se è s to b le c iô  d e fin it iv o m e n te  lo  e x is te n c io  de l locus 
H L A -C  lo c o liz o d o  en tre  H L A -A  y  H L A -B .
En 1973 von Leevsvun e t o l .  presentoron pruebos de que ero po s ib le
tip o r sero lôg icom ente  o lgunos on tfgenos estrechom ente ligod os  o los on tfgenos H L A -D  
que se expresobon en los l in fo c ito s  B. Estos on tfgenos hoy conoc idos com o H LA - DR 
(H L A -D  Relocionodos; H L A -D  R elpted) fueron e l o b je to  p r in c ip o l de l V II  "W orkshop" 
de H is to co m p o tib ilid o d  (1977).
Por o tro  lo d o , A m ie l,  1967, hobfo en con trodo  que lo  enferm edod de 
H odgk in  se dobo p re feren tem en te  en in d iv id u o s  portodores d e l on tfgen o  H LA -B w 35 .
En 1972 se e n con tro  que e x is tfo  uno fu e rte  oso c io c iô n  en tre  enfermedodes com o C e lio c o .
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o Psoriasis o  de term inodos an tfgenos H L A , y  a l a fio  s igu ie n te  se d e sc rib ié  la  oso- 
c io c ié n  mos fu e rte  en con trodo  hosto lo  fe c h o , H L A -827 y E sp o n d ilitis  onqu i l  osante 
(B rewerton e t o l .  1973, Schlosste in e t o l .  1973).
El es tud io  de l Sistemo HLA y la  su sce p tib ilid o d  a podecer de term inadas 
enferm edodes fu e  uno de los o b je tiv o s  de l V I I I  "W orkshop" de H is to co m p o tib ilid o d  
1980. Se en co n tré  que poro o lgunos enferm edodes la  su sce p tib ilid o d  estoba mas 
fue rtem ente osociodo a an tfgenos H LA-D R  que a los an tfgenos H L A -A ,-B  y -C .  Sin 
em borgo, e l o b je t iv o  p r in c ip o l de este V II I  "W orkshop" de H is to co m p o tib ilid o d  fue 
e l es tud io  de los an tfgenos H LA  en re lo c ié n  o l tronsp lon te  de érgonos.
A c tu o lm e n te  se p lo n te o  la  p o s ib ilid o d  de que ex is tan  den tro  de l Sistemo. 
HLA genes que de term inen la  co p oc idad  o no de respuesta a de term inodos an tfgenos, 
genes que ser ion  é q u iva le n te s  o los genes de la  respuesta inmune ( Ir ) de sc rito s  en 
e l ro té n . De hecho  en los u ltim o s  oMos se hon oportodo  pruebos o fovo r de su e x is ­
te n c io .
El hecho de que c ie rto s  com ponentes de l com plem ento , to n to  de lo  v fo  
o lte rn o t iv o  com o de lo  v fo  c lé s ic o , se encuentren  co d if ico d o s  d e n tro  de l Sistemo 
HLA y los re c ie n tes  pruebos de lo  p o r t ic ip o c ié n  de los an tfgenos co d if ico d o s  por la  
reg ién  H L A -D /D R  en los meconismos de la  respuesta inm une, a n iv e l de los p roce ­
sos de coo pe ro c ién  e n tre  m onoc itos , lin fo c ito s  T y lin fo c ito s  B, y de l popel fundam en­
ta l de los an tfgenos H L A -A , -B ,  y -C  en la  lis is  de cé lu lo s  in fec todos por v irus  o con- 
jugodos con hoptenos po r los l in fo c ito s  T c ito to x ic o s , esbozon e l p lo n te o m ie n to  a c tu a l 
h o c io  e l en te n d e im ie n to  de l s ig n if ic o d o  b io lé g ic o  de l Sistemo H LA .
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2 . -  G E N E T IC A  DEL SISTEMA H LA .
Como ho p o d id o  comproborse, o peser de l re lo tivo m e n te  poco  tiem po  
tro nscu rrido  desde e l de scubrim ien to  de l p rim er o n tfgen o  de H is to c o m p o tib ilid o d , 
e l S istem o HLA es e l sistemo g e n é tic o  humono mos co m p le jo  c o n o c id o  hosto lo 
fe c h o . Este pequefto frogm ento  de cromosomo co n tie n e  muchos genes ( to i vez  mos 
de 1 .0 0 0 ) que c o d if ic a n  poro uno gron vo rie d o d  de co roc te res ; los prim eros que 
se descubrie ron y que son los que hon dado nombre o l sistemo fueron los on tfgenos 
de H is to c o m p o tib ilid o d , sistemo de o loon tfgenos en lo i  lin fo c ito s .  Posteriorm ente 
se ho demostrodo que co n s titu ye n  lo  bo rrero p r in c ip o l de h is to c o m p o tib ilid o d  en e l 
hombre (C e p p e llin i e t o l .  , 1969; Amos e t o l . ,  1969).
En lo  o c tu o lid o d  estos on tfgenos de h is to c o m p o tib ilid o d  se ogrupon en 
3 cotegorfos:
1 . -  A n tfgenos H L A - A , - B , - C , - B w 4 ,  Bw6; fo c ilm e n te  de te c to b le s  po r los métodos 
sero lôg icos h o b ituo le s  (ontfgenos sero log icom ente  d e te c to b le s , SD), présentes 
en lo  m oyorfo  de los c é lu lo s  nucleodos.
2 -  A n tfgenos H L A -D ; de tec todos en e l c u lt iv o  m ix to  de l in fo c ito s ,  M L C , (o n tf­
genos d e fin id o s  por l in fo c ito s ,  LD ; o de term inontes que o c t iv o n  los lin fo c ito s ,  
Lod (Lym phocytes o c t iv o tin g  de term inonts) ) .
3  -  A n tfgenos H LA -D R ; estrechom ente re lo c iono dos  con los on tfgenos H L A -D  pero
que pueden ser de tec todos por métodos sero lôg icos espec io les . Los on tfgenos 
H L A -D  y HLA-D R  eston présentes solo en de term inodos estirpes ce lu lo re s .
Ademas de los on tfgenos de H is to co m p o tib ilid o d  e l Sistemo HLA co n tie n e  
genes de la  respuesta inm une y  genes que c o d if ic a n  pora com ponentes de l Sistemo 
de l C om p lem ento, en tre  otros.
Todos los sistemos p r in c ip o le s  de H is to c o m p o tib ilid o d  en los mom iferos 
estudiados con tienen  estos très tipo s  de genes: an tfgenos de H is to c o m p o tib ilid o d , fo c -  
tores de l com plem ento y genes de lo  respuesta inmune (G o tz e , 1977).
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A) A N T IG E N O S  H L A -A ,-B ,-C ,-B w 4 ,B w 6 .
Estos on tfgenos son de tec todos norm olm ente en los lin fo c ito s  de songre 
p e r ife r ic o  por on ticue rp os  présentes en e l suero de in d iv id u o s  inm unizodos po r e l 
em borozo o transfusiones. Para su d e te cc io n  se u t i l iz a  genera lm en te  e l llam a do  
test de m ic ro lin fo c ito to x ic id a d , d e sc rito  mos o d e lo n te  en e l op o rto do  M o te r io le s  y 
M étodos.
Es un hecho  b ie n  e s to b le c id o  que los on tfgenos H L A -A , -B  y  -C  estôn 
c o d if ico d o s  por 3 lo c i d ife re n te s  ounque estrechom ente ligodos en tre  sf y  que su 
tronsm isiôn es ou tosom ico  y  d o m in a n te . ( van Rood, 1965; C ur ton i e t a l . ,  
1967 ; Te rosoki, 1970; Dousset y  C o lo m b o n i, 1973; K issm e ye r-N ie lse n , 1975;
Bodmer e t a l . , 1978)
-  Locus H L A -A  (p rev iom ente  LA o FIRST).
El locus H L A -A  co n tie n e  mas de 20 a le lo s  d ife re n te s , coda uno de los 
cua les se corresponde con o lgu no  de las e sp ec ific idad es  H L A -A  de tectodos en la 
o c tu o lid o d  y  que se re la c io n o n  en  la  Tabla I . Las fre cuen c ia s  génicOs en co n tra ­
des poro coda uno de estos an tfgenos H L A -A  vo r io n  en los d is tin tos  grupos é tn icos  
estud iados, inc luso  hoy on tfgenos H L A -A  ousentes, o por e l c o n tro r io , c o ro c te r fs t i-  
cos de de term inodos po b lo c io n e s . Los fre cuen c io s  gén icos de los on tfgenos HLA«-A 
en coda uno de los grupos é tn ico s  p r in c ip o le s  se muestron en lo  Toblo II . L a  
sumo delas fre cuen c io s  gén icos de todos los on tfgenos H L A -A  de tectodos es supe­
r io r  o l 9 0 % , lo  que q u ie re  d e c ir  que en lo  o c tu o lid o d , e xce p to  para a q u e llo s  
an tfgenos e xce pc iona lm en te  roros o para las subdiv is iones que pud ie ron  e s ta b lé ce r- 
se de los an tfgenos ya d e fin id o s , ex is te n  on tisueros que de tec ton  casi la  to ta lid o d  
de los productos c o d if ico d o s  por este locus.
A lgunos an tfgenos H L A -A  pueden agruparse en tre  sf form ando "grupos 
de re o cc iô n  c ru z a d o " . Estos grupos de re o cc iô n  cruzoda estôn b ien  d e fin id o s  y se 
re la c io n o n  en lo  Toblo I I I
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TABLA I . -  N o m e n c la lu ra  aprobada en e l V I I I  "W orkshop" de H is locom po- 
l ib i l id o d ,  Los A nge le s , 1980.































T A B L A  I I  Resullados tornados de : o) Estudio de ge n e tico  de pob lo -
ciones de l V II I  "W orkshop" de H is to co m p o tib ilid o d ,T e ro so k i e t o l . ,  1980. 
b) A rn o iz  V ille n o  e t o l . ,  198 l o .
tz
GRUPOS DE R E A C C IO N  C R U ZA D A  DE LOS A N T IG E N O S  H L A ^ y  M L ^ B  
A iit ig e n o s  H L A -A  :
A 9 (A w 2 3  =  A w 24 )
I
A w 36  A I  -------  A I 0 ( A 2 3  = A 2 6 )  A 2  -  A28
I
A3  =  A l l
A w l 9
/  A 2 9 -----  A w 3 0 -----A w 3 2 ------ A w 3 3 -------A w 3 4 \
I II I
\  A w 43  A w 3 l J
A n tige nos  H LA -B  :
B w l6  (Bw38 =  Bw39)
B I 8   B I4  = =  B8
II
Bw53 =  Bw35 — : B5 ( Bw 5l =  Bw52 )
Bw46 " — BI 5 ( Dw50 B w 4 9 )B w 2 l
I I II
B17 ( Bw44 =— B w 45) B I2
Bw22  Bw54
827 -------------  B7  Bw42
Bw47 , B40 • • • • Bw41
" . . .
' BI3 Bw48
Fuerte reaccion cruzado 
—  Reoccion cruzado 
. . . Reoccion cruzodo ocosionol
t a b l a  III . -  Tomodo de Joysey y W o lf, 1978.
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-  Locus H LA -B  (P rev iom ente FOUR o S EC O N D )
A I ig u a l que e l locus H L A -A  e l locus H LA -B  es en extrem o p o lim o rf ic o . 
C o n tie n e  mas de 30 o le lo s  d ife re n ie s . En lo  Toblo I se re lo c io n a n  I os on ffgenos 
H L A -B  d e fin id o s  en la  a c tu a l id o d . Las fre cuen c ia s  gén icos de I os an tfgenos H LA -B  
tom bien  va rfan  depend iendo de l g rupo é tn ic o  cons ide rodo , Toblo IV  . Com o ocu rrfo  
poro e l locus H L A -A , en lo  a c tu a l idod  se pueden de te c to r cosi lo  to to lid o d  de I os 
p roductos co d lf ico d o s  por e l locus H L A -B .
Los grupos de re a cc iô n  cruzado co ro c te rfs tico s  de I os on tfgenos H LA -B  
se muestron en lo  Toblo I I I
-  Locus H L A -C  (P rev iom ente A J  o THIRD)
Este locus H L A -C , de scub ie rto  re lo t iv o mente hoce po co , Sondberg e t 
o l . ,  1970, presento menos po lim o rfism o  que I os o n te rio re s , Toblo I , si b ie n  es
verdod  que oc tu o lm en te  so lo  se puede d e te c to r oprox im odom ente e l 50%  de I os
p roductos co d if ico d o s  en 61. Las fre cuen c ia s  gén icos poro I os o le lo s  de l locus 
H L A -C  se muestron en lo  Toblo V .
Dos on tfgenos de n tro  de este locus muestron re o cc io n  c ru zodo , H LA -C w 4  
y H L A -C w 6 .
-  A n tfgenos H L A -B w 4 , Bw6 (H L A -4 o ,4 b )
Los on tfgenos 4 o ,4 b , hoy : denomlnodos H L A -B w 4 ,B w 6 , fue ron  o r ig i-  
no riom ente  descritos por von Rood y  von Leevwen (1963) por m ed io  de ensoyos de 
le u c o o g lu tin o c iô n  y po recfon  c o n s titu ir  un sistemo d io le l ic o .  Lo poste rio r d e sc ripc ion  
d e b s  on tfgenos H LA -B  mostro uno p e c u lio r ,  ounque no in v o r io b le , re lo c iô n  de est os
on tfgenos con B w 4,Bw 6 segùn se muestro en lo  Toblo V I .
Por un lo rg o  pe rfodo  de tiem po  los boses gené ticos  de los en tidodes 
Bw 4,B w 6 no fue ron en tend idos. A lgunos investigodores p ion teobon  que los on tfgenos 
H L A -B  y  los on tfgenos B w4,Bw 6 es tuv ie ron  con tro lodos por d is tin tos  genes, m ien tros
/ / /
























































T A B L A  IV  Resu l ia  do* fomodos de ; o) E slud io  de ge n e fîco  de po b lo - 
c iones de l V II I  "W orksh op " de H is to c o m p a lib ilid o d , Terosuki e t o l . , l V 8 Ü .  
b) A rn o iz  V ille n o  e t c l . ,  19 8 la .
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FRECUENCI_AS GENICAS DE LOS A N T IG E N Q S  H LA-C  ( % )
C A U C A S O ID E S  (E u r .)° N E G R O S " o r ie n t a l e s ” ESPANC
C w l 4 ,4 1 ,0 17,1 2 , 8
C w 2 5 , 3 10 ,7 0 ,8 6 ,3
Cw3 1 0 ,3 9 ,1 2 6 ,7 6 ,0
Cw4 12 ,4 1 7 ,0 5 ,0 12,4
Cw5 6 ,1 2 ,5 0 ,5 8 ,3
C w 6 9 ,0 9 ,1 1,4 -
B lonco 5 2 ,6 5 0 ,7 4 8 ,6 6 7 ,6
T A B L A  y  ResuUados tornados de : a) Estudio de g e n e tico  de p o b lo -
ciones del V II I  "W orksh op " de H is to c o m p o tib ilid o d , Terosuki e t a l . ,  1980. 
b) A rn o iz  V ille n o  e t o l . , 1 9 8 1 a .
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DISTRIBU C IQ N  DE L O S A N T IG E N QS HLA-B EN Bw4 y Bw6
Bw4 (4a)

























B wl 6 ( Bw39)
BU
BI4
T A B L A  VI
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que otros pensa bon que los sueros a n tî-H L A -B w 4 , Bw6  eron sim plem ente m ezcios 
de an tlcu e rp o s  a n t i-H L A -B ; uno te rce ra  o p in io n  sefta laba que los an tfgenos 
B w 4,B w 6 podfon ser considerodos igua l que las e sp ec ific idad es  p û b lica s  que en 
e l ra ton  son comunes a  vorios  on tfgenos H -2 K  o  H -2 D .
C on firm ando esta u lt im o  suposiciôn Bernoco e t a l . ,  1973 y A yres y 
C re s w e ll, 197^<femostroron que los dé term inantes Bw 4,B w 6 son d is tin to s  d é te rm i­
nantes ounque présentes en la  mismo m o le cu la  que los dé term inantes H LA -B .
G ru m et e t a l . ,  1978, estud iondo las subdiv is iones de l on tfgenos 
H LA-Bw 21 (H LA -B w 49  y H LA -B w 50) osociados a Bw4 y  Bw6 , respec tivam en te , 
bon propuesto que Bw4 y Bw6  representon 2 d isposic iones bâsicos o lte rn o tiv a s  de 
la  m o le cu la  H L A -B , sobre los que se adap to r fan los dé term inantes e sp ec ificos  de 
la  m o le cu la  H L A -B .
Estos hechos, sin em bargo, no constituye n  uno e v id e n c ia  d é f in it iv e  
de la  id e n tid a d  g e n e tico  e n tre  H L A -B  y  H L A -B w 4 ,B w 6 , yo que en uno mismo 
m o le cu la  pueden e x is t ir  productos de dos genes d ife ren tes .
En este sen tido  boy que seftolor que m ien tros que la  oso c ia c iô n  p ré d o ­
m inante  de HLA -B w 44 y H LA -B w 38 en coucosoides es con H LA -B w 4 , ex is ten  
a lgunos e jem p los en los que esta oso c ia c iôn  ocurre  con H LA -B w 6  (W o lf y  P ritch a rd , 
resultodos no p u b licodo s).
B) A N T IG E N Q S  H L A -D  (D éterm inantes que o c t iv o n  los l in fo c ito ^ L o d )
C uondo los l in fo c ito s  de dos in d iv id u o s  g e n e ticom ente  d ife ren tes  se 
m e zc la n  y  c u lt iv o n  " in  v i t r o "  ( c u lt iv o  m ix to  de lin fo c ito s  , M LC ) du ran te  a lgunos 
dfos re occ iono n  de un modo de term  inado; oum enton ds tom oM o, su c itop losm o o p a re - 
ce lle n o  de ribosomas y s in te tiz o n  gron co n tid a d  de p ro te ino s , R N A  y D N A . Esta 
transfe rm ociôn  en blastos es c a ro c te rfs tica  de la  re a cc iô n  l in fo c ita r ie  m ix te  (M LR) (1)< 
Bain e t a l . , 1964; Bach y  H irschhorn , 1964.
(1) M ix e d  Lym phocyte  R e a c tio n .
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Para s im p lif ic a r  e l c u lt iv e  m ix to  de lin fo c ito s  y  h a ce rlo  mâs p ra c t ic e  
se désarro i 16 e l c u lt iv o  m ix to  u n id ire c c io n o l,  Bach y  V oynow , 1966. En 61 se 
u t i l iz a r i  unos cé lu la s  no tra todos com o respondedoros y  otras tra todos con m ito -  
m ic in o  C o irro d iod as  con rayes X  , com o estim u ladoras. Oespués de l t ro to -  
m ien to  las cé lu la s  estim uladoras no  sufren e s tim u lo c io n  b lo s t ico  pe ro  son todavfo  
copoces de presenter sus an tfgenos a les cé lu la s  respondedoros.
Las cé lu la s  es tim u len tes  en c u lt iv o  m ix to  son p r in c ip a lm e n te  l in fo c ito s  B 
y  m onoc itos , m ien tros que las c é lu la s  respondedoros pe rtenecen a la  subpob loc iôn  
de los l in fo c ito s  T , M o le r  , 1972; Honsen e t a l . ,  1977.
La re a cc iô n  l in fo c ito r io  m ix te  se de be p r in c ip a lm e n te  a l re co n o c im ie n to  
de o loon tfgenos c o d if ico d o s  d e n tro  de l S istem o'H L A , pe ro  d ife re n te s  de los on tfgenos 
H L A - A , - B , - C , - B w 4 ,  Bw6 ,  K issm eye r-N ie lsen  e t a l . , 1970; D upont e t a l . , 1971; 
O ip o n t e t a l . ,  1976; Y unîs y  Am os, 1971.
La e x p lic o c iô n  mas pous ib le  a estos hechos im p i ica  la  e x is te n c io  de 
un lo c u s , e l H L A -D , c o d if ic o n d o  po re  estos dé term inantes. Su lo c o liz o c iô n  ser fa 
p rôx im o a l locus H LA -B  y  fue ro  d e l in te rva lo  e n tre  los lo c i H L A -A  y  H LA -B .
Los dé term inantes H L A -D  pueden id e n tif ic o rs e  m ed ion te  e l em pleo  de 
cé lu la s  hom ocigo tos de t ip o je  (H TC) (1) (M em pel e t a l . ,  1973; Thorsby y P iazza , 
1975; von den Tw eel e t a l . ,  1973; Jorgensen e t a l . , 1973). La té cn ico  de t ip o je  
y  e l o n o lis is  e s to d fs tico  de los resultodos que p e rm ite  la  os ign oc iôn  de on tfgenos 
se describe mas o d e lo n te  en e l op o rto d o  M a te rio le s  y  M étodos.
En la  Tabla | se muestron las e sp e c ific id a d e s  H L A -D  d e fin id o s  en 
la  o c tu o lid o d  y  en la  Tabla V II los fre cuen c ia s  gén icos para coda uno de estas 
esp ec ific id a d e s  encontrodos en a lgunos po b loc ion es .
Existen pruebos ob ten idos en estudios de fo m ilio s  con rcconfainontes 
en tre  H L A -A  y H LA -B  que opoyon la  e x is te n c io  de a l menas o tro  locus de n tro  
de l Sistemo H LA que c o d if ic o  para dé term inantes que o c tiv o n  los lin fo c ito s  en 
c u lt iv o  m ix to , d ife re n c ia s  ge né ticos  para este locus , L o d -2 , lo c a liz a d o  en tre  
H L A -A  y H L A -C , p rovocon , sin em bargo, uno re a cc iô n  l in fo c ito r io  m ix to  re lo -
(1) Homozygous Typ ing  C e lls .
nFRECUENCIAS GENICAS A N T IG E N Q S  H LA-D  ( % )
Coucosoides (USA) Coucosoides (V I I I  W orkshop)
D w l 6 , 8 6 ,9
Dw2 11 ,7 7 ,5
Dw3 9 ,0 8 , 2
Ow4 5 ,2 5 ,3
Dw5 6 , 1 5 ,6
Dw6 8 ,9 10 ,3
Dw7 9 ,8 1 0 ,3
Dw8 1 , 6 3 ,1
Dw9 - 1 ,4
D w lO - 2 , 6
B lonco 4 0 ,9 3 8 ,8
T A B L A  V I I . -  Resultodos tornados de a) V II "W orkshop" de H is to c o m p o tib ilid o d , 
Bodmer e t o î . ,1 9 7 8 .  b) V I I I  "W orkshop" de H is to c o m p o tib ilid o d , Terosoki e t a l . ,  
1980.
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tîvam ente  d é b it ,  E ijsvooge l e t a l . , 1972; Thorsby e t a l . ,  1973; S uc io -F oca  y  k u -  
b is te in , 1977.
Los l in fo c ito s  o lo re a c tiv o s  en c u lt iv o  m ix to  son c lo ram en te  heterogéneos 
y corresponden a d is tin ta s  subpoblaciones de c é lu la s , cada una de los cua les re c o -  
noce una de term inada e s p e c if ic id a d  (W ilson  y  N o w e ll,  1970; Salmon e t a l , ,  1971 ; 
Zoschke y Bach, 1971). Estas subpoblac iones pueden representor cé lu la s  que "v e n "  
e l mismo dé te rm inan te  de un modo d ife re n te , es d e c ir ,  c lones de re a cc iô n  c ru za d o , 
o mas probob lem ente  c lones que reconocen d is tin to s  dé term inantes (C o r le y , 1979).
S ingol e t a l . ,  1980, ha es tud iodo en co n d ic ione s  e sp éc ia les , con numé­
ros lim ita n te s  de l in fo c ito s  la  fre cu e n c ia  de estos l in fo c ito s  o lo re a c tiv o s  en c u lt iv o  
m ix to , encan trando  que 1 de coda 2 4 1 -4 8 6  lin fo c ito s  es copoz de reconoce r d é te r­
m inantes en los l in fo c ito s  de un in d iv id u o  o lo g é n ic o  no  em porentodo.E stos mismos 
ou tores hon seMolodo q u e , m edian tes estas mismos té cn ica s , pueden ponerse de 
m o n ifie s to  l in fo c ito s  o lo re a c tiv o s  con tra  dé term inantes  n o -H L A  en e l c u lt iv o  m ix to  
de lin fo c ito s  e n tre  in d iv id u o s  H LA id é n tico s . La fre cu e n c ia  de estos lin fo c ito s  ho 
sido estim odo de 1 l in fo c ito  de coda 9 9 5 -1 .6 7 1 .
P orece, por to n to , que la  re a cc iô n  l in fo c ito r io  m ix to  se debe a l re co ­
n o c im ie n to  de todo uno serie de dé term inantes o log én ico s  en la  c é lu la  e s tim u lo n te . 
La in te ns idad  de la  respuesta p rovocada v a r ia  de unos dé term inantes a  o tros . Los 
que provocon la  es tim u la c iô n  mas intensa son los H L A -D  y  solo en ousencio  de 
e s tim u lo c iô n  deb ido  a estos dé term inantes H L A -D  se pueden poner de m o n ifie s to  
otros dé term inantes mâs d é b ile s . A lgunos de estos dé term inantes mâs d é b ile s  estân 
c o d if ico d o s  fue ro  de l Sistemo H L A , K e u n in g , 1978.
C) A N T IG E N Q S  H LA -D R  .
La d e fin ic iô n  de los on tfgenos H LA -D R  en el h ombre estuvo p reced ido  
por e l descubrim ien to  de los an tfgenos Jo en e l ro tô n . El de scubrim ien to  de los 
an tfgenos Jo ie  d e b iô  a l in te n to  de d é f in ir  los productos de los genes de la  respues­
ta  inmune que en e l ra tôn  se lo c a liz a n  en la  re g iôn  IR (é q u iva le n te  a la  reg iôn  
H L A -D  en e l hom bre). Estos on tfgenos la  se expreson p r in c ip a lm e n te  en la  su p e rfi-
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c ie  de los l in fo c ito s  B. A n ticue rpos  o n t i- Io  in h ib en  especfficom en te  la  respuesta 
en c u lt iv o  m ix to  y pueden por lo  ton to  estar d ir ig id o s  con tra  los dé term inantes que 
estim u Ion en e l c u lt iv o  m ix to  (onologos o los dé term inantes H L A -D  humanos) (G d tz e ,
1977).
En un in te n to  de es to b lece r e l t ip o je  se ro log ico  de los dé term inantes 
H L A -D , von Leevwen e t o l . ,  1973 y  von Rood e t o l . ,  1975, bu scar on y encon tro ron  
on tisueros copoces de re o cc io n o r especfficom ente  con los lin fo c ito s  B y que o demos 
in h ib fo n  e l c u lt iv o  m ix to  de lin fo c ito s .
Estos an ticue rp os  especfficos  con tra  las cé lu la s  B se encon tro ron  en e l 
suero de in d iv id u o s  intnunizodos b ie n  por e l em borozo o  por tronsfusiones. A unque 
en a lgunos ocosiones los an ticue rp os  o n t i-c é lu lo s  B op a rec io n  en ousencio  de otros 
an ticue rp os  o n t i - H L A - A , - B , - C ,  norm aIm ente se encontrobon acompaModos de o lgu no  
de estos an ticu e rp o s . Estos hoce que prev iom ente  hoyo que absorber estos sueros 
con "p o o ls "  de p loque tos , con o b je to  de e lim in o r  los an ticue rp os  o n t i - H L A - A , - B , - C .  
Los p loquetos no expreson estos on tfgenos présentes en los lin fo c ito s  B.
Los estudios re o lizo d o s  du ran te  e l V II "W orkshop" de H is to c o m p o tib ilid o d  
pe rm itie ro n  la  d e fin ic iô n  de estos an tfgenos de los l in fo c ito s  B y dodo la  estrecho 
re lo c iô n  e x is ta n te  en tre  éstos y  los an tfgenos H L A -D  se denom inoron H LA -D R  ( I )  
(Bodmer e t a l . ,  1978).
A unque en p r in c ip io  fue  d i f i c i l  d e c id ir  cuontos lo c i c o d if ic o b o n  para 
los an tfgenos H LA -D R , a fo lto  de pruebos en c o n tra , se odm ite  genero lm en te  la 
e x is te n c io  de un solo locus, Bodmer e t a l . , 1978. Adem ôs, los resultodos o b te n i­
dos de l on o lis is  de fo m ilio s  en este V II "W orksh op " de H is to c o m p o tib ilid o d  son 
concordantes con la  e x is te n c io  de un û n ico  locus H LA -D R , Lomm e t a l . ,  1978.
En la  Tabla I se re lo c io n a n  las e sp ec ific idad es  H LA -D R  d e fin id o s  
e n lo  o c tu o lid o d  y en la  Tabla V I I I  se muestron las fre cuen c ia s  génicos de estos 
o le lo s  en d is tin tos  grupos é tn ico s .
Uno de las p r in c ip a le s  incog n itos  en re lo c iô n  a los an tfgenos H LA-D R  
es si son los mismos que los an tfgenos H L A -D  d e fin id o s  por e l c u lt iv o  m ix to . Los 
prim eras pruebos, de que los an ticue rp os  o n ti-H L A -D R  in h ib fo n  e spe c if icom en te  e l
(1) DR: D R e la ted .
FRECUENCIAS GEN ICAS DE LOS A N T IG E N Q S  H L A -DR (% )
















































T A B L A  V III . -  Resultodos tomodos de : o) Estudio de g e n e tico  de p o b lo ­
c iones de l V I I I  "W orksh op " de H is to c o m p o tib ilid o d ,Terosoki e t a l . ,1 9 8 0 .  
b) A rn o iz  V ille n o  e t a l . ,  198 la .
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c u lt iv o  m ix to  de lin fo c ito s ,  opunto ron  h o c io  uno estrecho re lo c iô n , si no id e n tid a d , 
en tre  los productos de ambos lo c i .
El on o lis is  p re lim in o r com parondo los an tfgenos H LA - 0  osignodos en e l 
c u lt iv o  m ix to  de lin fo c ito s  y  los an tfgenos H LA -D R  de fin id o s  sero lôg icom ente dem os- 
trô  uno c o rre lo c iô n  muy a lto  en tre  ambos an tfgenos H L A -D  y H LA -D R . En fu n c iô n  
de esta o so c ia c iô n , para la  num eraciôn de los an tfgenos DR se les fue dondo e l 
numéro de los an tfgenos D con los que mostrobon esta estrecho o so c ia c iô n . A s f, DR1 
co rre lo c io n o  con D w l,  DR2 con D w 2, e tc .
A unque e l on o lis is  po s te rio r de la  c o rre lo c iô n  de los an tfgenos H L A -D  y 
H LA-D R  demostrô la  e x is te n c io  de un e le va d o  numéro de d iscrepanc ies , estas fue ron  
considerodos en fu n c iô n  de las d if ic u lta d e s  técn icas  de os ign oc iôn  de an tfgenos 
que presenton to n to  e l t ip o je  con HTC com o la  sero logfa  H LA -D R . (Bodm er, 1978; 
A lb e r t y  S cho lz , 1978). Adem ôs, se encon trô  que la  mayor po rte  de las d isc re p o n - 
c ios H L A -D /H L A -D R  eron de l t ip o  D R + /D w — , in d ico n d o  que las esp ec ific idad es  
H LA -D R  son en c ie r to  modo môs om p lios  que las correspondientes H L A -D .
El es tud io  de la  c o rre lo c iô n  de los an tfgenos H L A -D  y H LA-D R en 
d ife ren tes  grupos é tn ico s , que presenton osoc ioc iones d ife re n te s  en tre  an tfgenos de 
otros lo c i ,  porece necesario  a la  hora de de te rm iner la  id e n tid a d  o no de los p ro ­
ductos H L A -D  y  H LA -D R . En c u o lq u ie r coso, un com bio en la  c o r re la c iô n  de los 
an tfgenos H L A -D  y  H LA-D R podrfa  ser osim ismo e x p lic o d o  en fu n c iô n  de que ambos 
dé te rm inan tes, aunque co d if ico d o s  por lo c i d is tin to s , se expresen en la  mismo m o lé cu ­
le .  S ituoc iôn  enô loga a la  de los antfgenos H L A -B  y H LA -B w 4 ,B w 6 .
S uc io -F oca e t a l . ,  que yo  hobfon presentodo pruebos in d ire c te s  de la  
no  id e n tid a d  H L A -D  y HLA-D R  (S uc io -F oca  e t a l . , 1978a) bon com unicado re c ie n te -  
m ente e l h o lle z g o  de una Fom ilio  con un recom binante  en tre  H L A -D  y H LA -D R , 
(S ucio -Foca e t a l . ,  1979). La co n firm é e iô n  de este recom b inan te  y  e l h e llo z g o  de 
otros in d ic o rfo  d e fin it iv o m e n te  que los dé term inantes H L A -D  y H LA-D R  son c o d if i-  
codos por genes d is tin tos  aunque muy estrecho mente ligados en tre  sf.
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D) PLT (Test con lin fo c ito s  sens ib ilizodos) (1)
A  ro iz  de c ie rto s  observociones en e l ro tôn  (H ovry  y  A nderson, 1975) 
e l ensoyo con l in fo c ito s  sen s ib ilizo dos , PLT, fue propuesto com o  un m étodo o l te r -  
n o t iv o  de d e te cc iô n  de los productos de la  re g iô n  H L A -D  (Sheehy e t a l . ,  1975).
El m étodo se basa en la  s e n s ib iliz a c iô n  de los lin fo c ito s  en un c u lt iv o  
m ix to  p r im o rio  fre n te  o  de term inodos dé term inantes H L A -D , esta s e n s ib iliz a c iô n  se 
traduce  en una respuesta e sp e c ffico  ace le rad a  en e l tiem po  y mas intensa ho c io  
los dé term inantes u t iliz o d o s  en la  s e n s ib iliz a c iô n , cuondo los l in fo c ito s  s e n s ib ili-  
zodos se reestim u lon  en un c u lt iv o  m ix to  secundorio  (PLT).
Se ho observodo que esta s e n s ib iliz a c iô n  puede generar respuesta en 
e l c u lt iv o  secundorio  h o c io  dé term inantes H L A -D , dé term inantes H L A -n o  D ,  e 
in c lu so  h o c io  dé term inantes  no HLA (R ub inste in  y  S u c io -F o ca , 1977; S uc io -F oca  
e t a l . ,  1977).
Porece, sin em bargo, que los dé term inantes de tectados en c u lt iv o  se- 
cu n d o rio , dé te rm inantes PLT corresponden p r in c ip a lm e n te  a la  re g iôn  H L A -D /D R  
de l Sistemo HLA (M awos e t a l . ,  1975; B rad ley e t a l . ,  1976).
Se hon en con trodo  pruebos a  fa vo r de que estos dé term inantes d e te c ­
tados por PLT seon los dé term inantes H L A -D  (B rad ley  e t a l . ,  1978 ) ,  los d é te rm i­
nantes H LA -D R  (Sasportes e t a l ,  1978a;S ucio -Foca e t a l,J 9 7 9 ) q en tidodes denom ina- 
dos como "dé te rm inan tes  PL" d ife re n te s  de H L A -D  y H LA -D R  (NuM ez Roldon e t a l .  
1978; Sasportes e t a l . ,  1978b ;T e rm ijte len  e t a l . ,  1980) pe ro  lo co lizo d o s  en esta 
mismo re g iôn  H L A -D /D R .
R ecien tem ente se hon presentodo pruebos a fa vo r de una nueva serie 
de on tfgenos de h is to c o m p o tib ilid o d  designodos com o antfgenos SB. Estos an tfgenos 
que provocon una respuesta d e b il en e l c u lt iv o  m ix to  de l in fo c ito s  p r im o rio , g e n e - 
ro n , sin em bargo, uno respuesta fu e rte  en c u lt iv o  secundorio . Se lo c a l izan  d e n tro  
de l S istem o H LA , posib lem ente d e n tro  de la  reg iôn  H L A -C /D R , y  aunque d is l in -  
tos guordon uno estrecho re lo c iô n  con los an tfgenos H L A -D  y H LA -D R  (Show e t 
a l . ,  1980).
(1 ) Primed Lym phocy te  Test.
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E) ASPECTOS MOLECULARES DE LOS AN TIG E N Q S  HLA.
La esh 'uctura m o le cu la r de los an tfgenos H L A -A , - B , - C  y -DR se muestra 
en la  F igu ra  I . Los productos gén icos de los lo c i H L A - A , - B , - C  son p o lip e p tid o s  
g lic o s ilo d o s  de peso m o le cu la r a ire ded o r de 4 3 .0 0 0  que penetran  la  membrana p la s - 
m o tica  de modo que e l -C Q Q H  te rm in a l quedo expuesto h a c ia  e l c itop lasm a c e lu la r .  
Estos p o lip e p tid o s  g lico s ilo d o s  estân un idos no cova len tem ente  a o tro  p o lip e p tid o  no 
g lic o s ilo d o  de peso m o le cu la r 1 2 . 0 0 0  que es id é n tic o  a la  ^ ^ -m ic ro g lo b u lin a  
de o r in o . Este u lt im o  p o lip e p tid o  no  co n tr ib u ye  a la  a c t iv id a d  o lo a n tig é n ic a  y  p ro b a - 
b lem ente  n o  pénétra  la  b ico p o  l ip id ic o ,  de modo que  su aso c ia c ion  a  la  membrana 
esta por com p le to  m ediodo por la  in te ro c c iô n  con la  code no pesada (C rum pton e t a l . ,
1978). La ^ 2 " i" lc ro g lo b u lin a  esta c o d if ic a d o  por un gen en e l cromosomo hum ono 
num éro 15 (G o o d fe llo w  e t a l . , 1975).
Recien tem ente se ho demostrodo que  los mRNAs que c o d if ic a n  para las 
cadenas pesada s H L A -A  y  H LA -B  pueden ser tra duc ido s  " in  v i t r o "  o r ig in a n d o  p roduc­
tos que presenton frogm entos o d ic io n o le s  en su ex trem o -N H ^  te rm in a l (2 0 -2 4  re s i­
dues). Si se o Mo den microsomas du ran te  la  traduce  io n , estos productos a tra v ie so n  la  
membrana m icrosom al y  son procesodos,proceso que probob lem ente consiste en la  e llm in a - 
c iô n  de l fra g m e n to -N H g  te rm ina l y  la  g lic o s ila c iô n  de la  cadena pesada (P loegh e t 
a l . ,  1979).
Estas cadenas pesadas H L A -A  y H LA -B  inm ediatam en te después de su 
sfntesis no estân , o  lo  estân en muy pequefta p ro p o rc iô n , osociados a ^ 2 ~” ’ 'c ro -  
g lo b u lin o . Esta oso c ia c iôn  o cu rre , para la  Ifnea  c e lu la r  T 5 -1 , en las 15 m inu tos 
s igu ien tes  op rox im adam ente y p rovoca  un com bio  con fo rm oc iono l en la  m o le cu la  que 
Ho ce oporece r e l de te rm inqn te  a lo a n tig é n ic o  e induce la  m o d ific a c iô n  de l o lig o sa ca - 
r id o  in ic ib i  a l p e rm itir  la  o cc iô n  de sistemas en z im â ticas  que lo  transfor mon en e l 
o lig o sa co rid o  .co m p le jo  co ro c te r fs tic o  de los on tfgenos H L A .
La o so c ia c iôn  de ^ 2 ~ *^ 'c ro g lo b u lin a  con la  cadena pesada, po rece  ser 
tam bién un re q ue rim ien to  para que se p roduzca e l m o v im ien to  de la  cadena pesada 
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En esie sen fido  se ha com probodo que las cé lu la s  D a u d i, que presenton 
un d é f ic it  de l gen que c o d if ic a  para 0 »2 " " ' 'c ro g lo b u I In a , son copoces de s in te tiz o r 
cadena* peso dos H L A -A  y H LA -B  y que estos productos perm onecen constontem ente 
en e l in te r io r  c e lu la r , no  de tectândose en su su p e rfic ie  (P loegh e t o l . ,  1979).
Entre 60 y 80  m inu tos después de su sintesis los on tfgenos H L A -A  y 
H L A -B  de lo  ifn e a  c e lu la r  T5-1 pueden ser de tectados en lo  s u p e rfic ie  c e lu lo r  
(K ronge l e t o l . ,  1979).
Y a  que la  re t ira  do de l co rb o h id ro to  de lo  m o le cu lo  H LA no produce 
n ingûn  com b io  en la  a n tig e n ic id o d  y que la  d e sn o tu ro lizo c iô n  de lo  p ro te in o  
destruye esta a c t iv id a d  o n tig é n ic o , se considéra que los de term inontes o n tig é n ico s  
res iden en la  cadena p o lip e p t id ic o .
El o lig o sa co rid o  d e , op rox im adam ente  3 .0 0 0  de peso m o le c u la r ,esté 
u n id o  a un res idue  de A sporag ino  op rox im odom ente o 100 residues de l -N H g  
term irxsl (Porhom e t o l . ,  1977).
La es truc tu ro  s im ila r de los productos génicos de los lo c i H L A -A , - B , - C  
y  su a so c ia c io n  comun con (^2 " '" 'c ro g lo b u lin o  c lo ram en te  sertolon que hon d e b ido  
surg ir po r d u p lic o c iô rt g é n ic o . A lguno s  pruebos p re lim in o re s  sug ie ren que los o n t f ­
genos H L A -C  se po recen mas a  los an tfgenos H L A -A  que a  los an tfgenos H L A -B , 
a  pesor de que e l locus H L A -C  esté mâs p rôx im o  o l locus H L A -B  que o l locus 
H L A -A . Los an tfgenos H L A -C  se expreson oporen tem ente en mucho mener co n tid a d  
que los H L A -A  o H LA -B  (Snary e t o l . ,  1977).
A unque ^ 2 'm li^co g lo b u lirx : muestra uno m orcodo hom olog fo  con e l do m i­
n ie  CHS de la  in m u nog lobu lirx : G  (C unningham  y Berggord, 1974), no  e x is te n  
pruebos c lo ras  que apoyen e l postu lado o rig en  comûn en tre  inm u nog lobu lin os  y 
on tfgenos H L A - A , - B , - C  (Bodm er, 1972; G o l ly  y  Edelm on, 1972). Porece por 
to n to  que lo  respuesto d e f in it iv e  o esta cuestiôn  debe esperor a  la  de te rm in o c iô n  
com p lé ta  de lossecuencios de om inoac idos de los productos de los lo c i H L A -A ,-B ,-C  
o s f como a  lo  lo c o liz o c iô n  exo c to  de la  s itu o c iô n  de los puentes d is u lfu ro  in tro c o - 
ten o rios  (C rum pton e t o l . , 1978).
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Los on tfgenos H LA -D R  estân formodos por dos cadenas g lic o p ro te ic o s  
d ife ren tes  de pesos m o lecu la res 2 9 ,0 0 0  y  3 4 .0 0 0  osociados no cova le n tem ente  para 
form er un com p le jo  muy com pacto (S trom inger e t o l . ,  1980). A m lx js  cadenas a t r a -  
v ieson la  membrana de m onera que presenton un frogm ento  muy g rande , que corres­
ponde o l ex trem o - N H ^  te rm in a l, h o c io  e l e x te r io r  c e lu la r ,  un pequePio fragm ente  
h id ro fo b ic o  in  ser todo  en la  membrana y o tros pequeMo fragm ente  correspond ien te  o l 
-C O O H  te rm ina l h o c io  e l in te r io r  c e lu la r  (W olsh y  C rum pton , 1977). Este ex trem o 
-C O O H  te rm ina l en la  cadena pesada se encuen tro  fo s fo r ilo d o  (Kaufm an y S trom in ­
ge r, 1979), pud iendo  ester e l com p le jo  de b ilm e n te  a soc iode  con otros p ro te inos 
in tro c e lu lo re s .
El co n te n id o  de corboh id ra tos  de los dos codenos po rece d ife re n te , lo  
code no pesodo lle v o  dos codenos de o ligo soco rid os  y  la  lig e ro  une so lo . Se descono- 
ce la  po s ic iô n  e xa c te  de los corboh id ra tos  en la  m o le cu la  (Korm an e t o l . ,  1980).
Ambos codenos pueden s in te tizo rse  " in  v i t r o "  en un sistemo de tro d u cc io n  
de mRNAs lib re  de cé lu la s . En estas con d ic ione s  los precursores de ambos codenos 
porecen poseer p ro longoc iones en sus extrem es -N H g  te rm ino le s . C uondo se oModen 
m icrosomas a este sistema " in  v i t r o " ,  se produce la  ro tu ro  de la  cadena p o lip e p t id ic o ,  
la  incorporée  ion de l co rb o h id ro to  y la  secreciôn  de las dos codenos en los ves icu los  
m icrosom oles. Ambos codenos no  po recen ser traduc idos com o uno p o lip ro te in o  que 
después de su sfntesis su frie ro  ro tu ro  e n dop ro te ico  o r ig in a n d o  las dos codenos que 
cons tituyen  lo m o le cu lo  H LA -D R . Por to n to , ambos coderxis, pesodo y l ig e ro ,  de la  
m o le cu la  H LA -D R  porecen o rig ino rse  a p a r t ir  de m R N ^s d ife ren tes  (Korm an e t o l . ,  
1980).
Se ho demostrodo que e l p o lim o rfism o  de los an tfgen os  H LA -D R  no 
reside exc lus ivom en te  en la  p o rte  co rboh id ro to do  de lo  m o le cu lo  (Fuks e t o l . ,  1977).
Aunque estudios reo lizodo s  en cé lu lo s  som âticos h ib ridos  e n tre  hombre 
y ro tôn  hon m ostrodo que solo lo  codeno pesodo estâ c o d if ic a d o  de n tro  de l Sistema 
H LA y que esta cadeno se rfo , por to n to , la  responsoble de l p o lim o rfism o  de tec tod o  
por los a loontisue ros o n ti-H L A -D R  (B om stoble e t o l . ,  1978), se hon presentodo p rue ­
bos que , por e l c o n tro r io , muestron que los codenos peso dos de d ife ren tes  o lo e s p e c i- 
fic id o d e s  H L A - DR son v irtu o lm e n te  id é n tico s  en todo s los Ifneos ce lu lo re s  estudiodos
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y que las codenos lig e ro s  de estas a lo e sp e c if ic id o d e s  H LA-DR  o l ser d ife re n te s , 
deben, por to n to , l le v a r  e l dé te rm in an te  o lo o n tfg e n o  (K aufm on e t o l . ,  1980).
En la  F igura I se muestra un m ade lo  s im p lif ic o d o  de la  es truc tu ra  
m o le cu la r de los on tfgenos H LA -D R . Se ha o m it id o  en esta representac iôn  la 
lo c a liz a c iô n  de los de term inontes o lo o n tig e n ic o s , de b ido  o lo  c o n tro d ic c iô n  e x is -  
ten te  en tre  los resultodos exp erim e n to le s  com entodos on te rio rm e n te .
F) OTROS GENES DENTRO DEL SISTEMA H LA .
-  Genes de la  respuesto inm une-
El co m p le jo  p r in c ip a l de h is to c o m p o tib ilid o d  de m am iferos, in c lu id o s  
e l ra ton  y e l m ono, c o n trô la  e sp e c if icom ente  la  respuesta a determ inodos a n tfg e ­
nos por m ed io  de los llam odos genes de la  respuesta inmune (Ir en e l ro tôn ) 
(B enocerro f, 1974; B enocerra f y  G e rm a in , 1978; G re e n , 1974; K le in ,  1975; 
M c D e v itt  y  B enocerro f, 1969).
Dada la  gron hom olog fo  e n tre  e l Sistema HLA (C om p le jo  P r in c ip o l de 
H is to co m p o tib ilid o d  en e l hombre) y  los correspondientes sistemas en estos an im a les , 
es de suponer que tam bién  en e l hombre e x is to n  genes de la  respuesta inm une y 
que estas genes estén c o d if ico d o s  de n tro  de l Sistema H LA . En la  o c tu o lid o d  ex is te n  
a lgunos pruebos en fa vo r de estos hechos;
1 . -  La co p oc idod  para de so rro llo r a n ticue rp os  IgE ho c io  e l on tfg e n o  E de 
"R o g -w e e d " po rece  que se heredo con de term inodos h o p lo tipo s  HLA 
(B lum entho l e t a l . , 1974).
2 -  El Sistema HLA porece  c o n trô le r la  fo rm oc iôn  de an ticue rp os  con tra  e l
F a c to rV I I I  de la  co a g u lo c iô n  en h e m o filic o s  (N u fte z  Roldon e t a l . ,  1979)
3 . -  C om p licodos on o lis is  estad fsticos de l t i tu lo  de determ inodos an ticue rp os  
en fo m ilio s  in d ic o n  que e l Sistema HLA in t lu e n c io  la  p roducc io n  de a n t i ­
cuerpos ho c io  vorios  an tfgenos (B uck ley  e t o l . ,  1973).
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En o tro  se n tid o , e l hecho de que la  m ayor po rte  de las enferm edodes 
osociados a an tfgenos HLA lo  estén p re fe ren tem en te  a an tfgenos co d if ico d o s  por 
la  re g ion  H LA -D R  * - *  H L A -B  sug ie re que la  lo c a liz a c iô n  de los genes de la  res­
puesta inm une en e l hombre seo e n tre  estos lo c i .
-  Genes que c o d if ic a n  para com ponentes de l com plem ento.
La p rim era  in d ic o c iô n  de que e l com plem ento estobo de o lgu n  modo 
c o n tro lo d o  por e l Sistema P rin c ip a l de H is to c o m p o tib ilid o d  se e n con trô  en e l 
ro tôn  cuondo Demont e t a l . ,  1973, dem ostroron que la  sustoncio se rico , Ss, que 
p rev iom ente  se habfo en con trodo  estobo c o d if ic a d o  en e l Sistemo H -2 (é q u iv a le n ­
te a l S istem a HLA en e l hom bre), era  un com ponente de l com plem ento de l ro tô n . 
Posteriorm enle se demostrô que se tro tobo  de l C4 (Lochmonn e t o l . ,  1975).
A l le n ,  1974, demostrô que e l p o lim o rfism o  de l Factor B , B f, d e sc rito  
por A lp e r  e t o l . ,  1972, estobo lig o d o  a l H LA .
El locus Bf esta p robob lem ente  s ituodo en tre  H LA -B  y  H L A -D  (Hauptm ann 
e t a l.,1976a;Roum  e t a l, 1976; S chreuder, 1979). C o n tie n e , a l menos, 6  d ife ren tes  
o le lo s  fu n c io n o Im ente id é n tico s . BfF y  BfS son los mas comunes. B fF l y  BfSl son 
menos frecuen tes y B fF0 ,55  y B fS0,8 son extrem odom ente roros (A lp e r e t a l . ,  1972; 
Hauptmann e t a l . ,  1976b; Hauptmann e t a l . ,  1977).
Las fre cuen c ia s  gén icos de los o le lo s  d e l Factor B son d ife ren tes  en 
los d is tin to s  grupos é tn ic o s . Tabla IX .
Teisberg e t a l . ,  1977, hon dem ostrodo e l lig o m ie n to  de los o lo t ip o s  
de l C4 con an tfgenos HLA y hon encon trodo  que en  los recom binantes estudiodos 
en tre  H LA -B  y  H L A -A  y e n tre  H L A -B  y  H L A -C  los o lo t ip o s  de l C4 segregan con 
e l locus H LA -B . Hoce p o co , R ittn e r e t o l . ,  1979, es tud iondo un recom binante  
H L A -B /H L A -D  hon en con trodo  que en este coso e l C4 segregobo con e l frogm ento  
H L A -D .
Recien tem ente O 'N e i l l  e t o l . ,  1978, hon demostrodo que los an tfgenos 
e r it ro c ito r io s  humonos, C h id o  y Rodgers, son probob lem ente  idén ticos  a dos fipos 
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que no poseen e l t ip o  e le c tro fo re t ic o  C4S son siempre Rodgers ne go tivos  y los que 
no tie n e n  e l t ip o  e le c t ro fo re t ic o  C4F son siempre C h id o  ne g o tivo s , odem os, o q u e - 
llo s  in d iv id u o s  d é fic ie n te s  de C4 s o n , osim ism o, C h id o  y  Rodgers ne g a tive s . Como 
p ru e jx i f in a l hon en con trodo  que C4F o C4S p u rific o d o s  in h ib en  e spe c if icom ente  
los on tisueros o n ti-C h id o  o on ti-R o d g e rs , re spec tivam en te . Y o que no e x is te  o le l is -  
mo e n tre  los genes C h id o  y Rodgers, probob lem ente  e x is te n  dos genes d e n tro  de l
Sistemo HLA que c o d if ic o n  poro C 4 .
C2 tom bién  presento p o lim o rfism o  y  sus o le lo s  muestron oso c io c ion  o 
determ inodos on tfgenos HLA (A lp e r , 1976; Hobord y Lochm onn, 1976; M eo  e t o l . ,  
1976). Lo d e fic ie n c io  de C2 presento odemos uno fu e rte  o so c io c iô n  o un d e te rm in o - 
do l io p lo t ip o  H L A : A 2 5 , B18, BfS, Dw2.
Lo lo c o liz o c iô n  de l locus que c o d if ic o  poro C2 porece prôx im o o lo 
de l locus que c o d if ic o  poro C4 (O lo ise n  e t o l . ,  1978).
Porece, por to n to , que lo  lo c o liz o c iô n  en e l Sistemo HLA de los genes 
que c o d if ic o n  poro Foctor B, C2 y  C4 es muy s im ilo r y  que esto rfo  en tre  H L A -D  
y H LA -B .
El es tu d io  de uno fo m ilio  con un in d iv id u o  d é fic ie n te  de C 8  in d ic ô  que 
esto d e fic ie n c io  estobo lig o d o  o l Sistemo H LA , M e r r it  e t o l . ,  1976. Aunque este 
hecho no ho s ido con firm od o  en otros très fo m ilio s  con in d iv id u o s  d é fic ie n te s  de 
C 8 , yo que e l C 8  esta c o n s titu id o  po r très codenos p o lip e p tid ic o s  d ife re n te s , pu d ie ro  
ser que lo  d e fic ie n c io  de C8  en estos fo m ilio s  tu v ie ro  com o rozôn lo  fo lto  de uno 
u o tro  p o lip e p tid o , estondo so lo  uno de e llo s  c o d if ic o d o  en e l S isteno H LA .
Los com ponentes de l com plem ento C 3 , C 5 , C 6 , C 7 , C l r ,  C l in h ib id o r
y  C3b in o c tiv o d o r no estân c o d if ico d o s  en e l Sistemo HLA (R eferencios en Lochmonn 
y H o b o rt, 1978). R ecien tem ente se ho encon trodo  que e l C lq  tom poco esta lig o d o  
o l Sistemo HLA (A rn o iz  V ille n o  e t o l . ,  1981b).
-  O tros  genes
G lio x o lo s o  I (G L O ).
Este enz im o e r it ro c ito r io ,  de fu n c iô n  desconocido en e l hom bre, presento 
po lim o rfism o  g e n e tic o  con dos o le lo s , G L O -F  y G L O -S , d is tin g u ib le s  por sus d ife re n ­
tes m o v ilid odes  e le c tro fo re tic o s . El locus que c o d if ic a  poro G L O  se encuentro  fue ro
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de l Sistema HLA o 7 ,5  cen tim organs de l locus H LA -D R  en d ire c c io n  o l cen trom ere 
(Lopez Lorreo e t o l . ,  1981).
Fosfoglucomutoso 3 (P G M 3)
Mas o le ja d o  y  en d ire c c io n  o l cen trom ere  se lo c o liz o  e l locus que co ­
d if ic a  para PG M 3 (Lamm e t a l . ,  1972).
Receptores C 3 d .
Los recepto res poro C 3d eston ligodos o l Sistemo HLA y cod if ico d o s  en 
e l crom ow m o 6  humono (A rn o iz  V ille n o  y Festenste in, 1975; C u rry  e t o l . ,  1976).
G ) L O C A L IZ A C IO N  C R O M O S O M IC A  DEL SISTEMA H LA; O R D E N A M IE N T O  
DE L O C I DENTRO DEL SISTEMA H LA .
M e d ion te  técn icos  de h ib r id o c iô n  som otico , von Someren e t o l . ,  1974, 
osignoron e l Sistemo HLA o l cromosomo humono numéro 6 . Mas rec ien tem en te  
Froncke y P e lle g r in o , 1977, tom bién m edionte técn icos  de h ib r id o c iô n  somotiCo, 
lo  lo c o liz o ro n  môs precisom ente en e l brozo  cor to  de este cromosomo 6 .
En 1978, Humon G ene M a pp ing  4 , e l Sistemo HLA fue  lo c a liz o d o  en tre  
6p21 y 6p23.
En lo  o c tu o lid o d , Berger e t o l . , 1979, y Ferrondo e t o l . ,  1981, hon 
op orto do  e v id e n c io s  que pe rm iten  o co rto r oun mas este frogm ento  lo c o liz o n d o  e l 
Sistemo H LA en tre  6 p 2 2 .4  y  6p 21 .0 5 .
Com o se ho ve n id o  com entondo e l on o lis is  de fo m ilio s  desde que com enzô 
e l es tu d io  de l Sistemo HLA ho p o s ib ilito d o  lo  d e te cc iô n  de todo uno serie de re co m b i- 
nontes In tro -H L A , que ju n to  con lo  d e te cc iô n  de onom olfos cromosomicos y estudios 
de h ib r id o c iô n  som otfco hon p e rm itid o  lo c o liz o r  y ordenor los lo c i den tro  de l Sistemo 
H L A . Lo F iguro  H muestro un esquemo s im p lif ic o d o  de lo  o rdenoc iôn  y lo c o liz o c iô n  
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H) R ELACIO N ES ENTRE LOS L O C I DEL SISTEMA H LA; DESEQUILIBRIOS DE 
L IG A M IE N T O , G E N E T IC A  DE P O B LA C IO N E S .
Dada la  p rox im ido d  en tre  los lo c î de l Sistema H L A , estos genes n o r­
ma Im ente se tronsm iten  en  b lo q u e . C oda in d iv id u o , po r to n to , tro n sm itirô  o su des- 
cen denc io  dos b loques ("h o p lo tip o s ” ) d ife re n te s , codo uno correspond ien te  o los 
genes con ten idos en uno so lo  de los dos cromosomos ou tô logo s .
La fre cu e n c io  de re com b in oc iôn  den tro  de l Sistemo HLA se estim a 
en un 1% (S vee jgoord  e t o l . ,  1971), es d e c ir ,  uno de codo 100 m eiosis o p o rto rfo  
un nuevo h o p lo tip o  resu lton te  de l sob recruzom iento  en lo  re g io n  de l S istenxi HLA 
de los dos cromosomos ou tô logo s . Lo p o s ib ilid o d  de que esto re com b in oc iôn  se p ro -  
duzco  en tre  dos determ inodos lo c i HLA depende, por supuesto, de lo  d is to n c io  
e x is ta n te  e n tre  ombos.
A sum iendo que estos lo c i pueden sepororse po r re co m b in o c iô n , com o ya  
ho s ido observodo poro lo  m oyor po rte  de e llo s , y  que desde su o rig e n  e l numéro 
de recom binoc iones que hon o c u rrid o  en e l Sistema HLA ha te n id o  que ser s u fic ie n te  
para seporarlos, uno debe esperor que los o le lo s  de dos lo c i prôxim os se com portée 
com o co rocte res independientes e n tre  sf.
Sin em borgo, Homo lo  o te n c iô n  que d e n tro  de l Sistemo H LA d e te rm in o - 
dos o le lo s  de lo c i d is tin tos  muestron uno oso c io c iôn  p re fe re n c io l en tre  sf. Esto oso - 
c io c iô n  p re fe re n c io l se troduce en que determ inodos pore {os de o le lo s  apurezcon  en 
un mismo h o p lo tip o  con moyor fre cu e n c io  de lo  que cob rfo  esperorse de las fre cu e n ­
c ia s  gén icos in d iv id u o le s  de codo un o  de los o le lo s . Este fenôm eno se conoce com o 
d e s e q u ilib r io  de lig o m ie n to  (M o tt iu z  e t o l . ,  1970) y puede ser c u o n tif ic o d o  com o A j  
don de (d e s e q u ilib r io  de lig o m ie n to  en tre  dos o le lo s  A  y  B de lo c i d is tin to s ) es
lo  d ife re n c io  e n tre  lo  fre cu e n c io  h o p lo tip ic o  observodo, H ^ g ,  y  lo  fre c u e n c ia  h o p lo -  
t ip ic o  esperodo, co lcu lo d o  o p a r t ir  de los fre cuen c ia s  génicos in d iv id u o le s  de los 
o le lo s  A  y B (Py\XPg), segûn;
^ A B  "  ^ A B  '  ’’a ^  **B
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A n a liz a n d o  la  d is tr ib u c iô n  de los va lores de A pos itives  y  A nega tives  
se observa que las desv ioc iones po s it iva s  son mas pronunciadas que las n e g a tiva s , 
lo  que po rece in d ic o r  que estas desv ioc iones negotivos son secundorios a los p o s i-  
tiv o s .
H oy que re so lto r que o l ig u o i que ocu rrfo  con los fre cu e n c ia s  in d iv i -  
duo les de coda o le lo  para coda lo c i de l Sistema H LA , las osoc ioc iones en tre  o le -  
los y la  in te ns idad  de l d e s e q u ilib r io  de lig o m ie n to  son co ro c te rfs tico s  de codo p o - 
b lo c iô n . Toblo X .
Lo e x p lic o c iô n  de lo  e x is te n c io  de d e s e q u ilib r io  de lig o m ie n to  en e l 
Sistemo HLA ho estodo som etido o d iscusiôn  con s id e ro b le . Y o que no  po rece  p ro ­
ba b le  que e l d e s e q u ilib r io  de lig o m ie n to  se debo exc lus ivom en te  a d é riva  g e n e tico  
por o zo r. Bodmer e t o l . , 1972, 1978, bon co n c lu id o  que  lo  se lecc iô n  no tu ro l 
ho de b ido  c o n tr ib u ir  o l o rig en  y m o n ten im ien to  de estos d e se q u ilib r io s  de lig o m ie n ­
to . El pu n to  en e l que de term inodos com binoc iones pud ie ro n  resuIto r môs b e n e fi-  
ciosos que otros poro su po rtod or perm onece poco  c lo ro  y solo o m edido que 
voyon d iluc id o n d o se  e l popel b io lô g ic o  re a l de este sistema podro estob lecerse la 
im p o rto n c io  que la  se le cc iô n  n o tu ro l ho te n id o  en re lo c iô n  o l d e s e q u ilib r io  de 
lig o m ie n to  e x is te n te  e n tre  o le lo s  de lo c i d is tin to s  en e l Sistemo H LA .
Por o tro  lo d o , Degos y  Dousset, 1974, en bose o los d ife re n c io s  
encontrodos en tre  las fre cuen c ia s  de a lgunos h o p lo tip o s  en d is tin to s  po b loc ion es  
hon sugerido que e l d e s e q u ilib r io  de lig o m ie n to  podrfo  tener su o rig en  en lo  
m ezc lo  de pob loc iones  p roduc id o  po r los d ife re n te s  m ig roc ion es .
Lo mâs p robab le  es que los très meconismos m encionodos, d e rivo  
g e n e tic o , se lecc iô n  no tu ro l y  m e zc lo  de po b loc ion es  hoyon c o n tr ib u id o  o esto­
b le ce r los de se q u ilib r io s  de lig o m ie n to  e x is te n tes , aunque la  co n tr ib u c iô n  re la ­
t iv e  de coda uno de e llo s  seo desconoc ido .
El e le va d o  po lim o rfism o  de l Sistema H LA , donde la  com b inoc iôn  
de los o le lo s  de todos los lo c i e n tre  s f pe rm ite  un num éro e levod fs im o  (vo rios 
m illon es ) de com binociones d ife re n te s , hoce que la  p o s ib ilid o d  de id e n tid a d  
e n tre  dos in d iv id u o s  no  re lo c iono dos  po ro  todos los lo c i seo en ex trem o b o jo .
2 /
DESEQUILIBRIOS DE L IG A M IE N T O  EN LA P O B LA C IO N  E S P A N O IA
H A P L O T IP O  A (x lO O O ) "  X
A1-D8 33 40 72
Al-ni7 12 17 11
A3-D7 16 23 13
A11-UW22 9 10 20
All-Uw27 S 6 7 *«
All-Uw35 9 17 4 *
Aw23-Bw49 5 6 6 t
A2S-Uw62 5 6 9
A26-Bw38 6 7 20
A2B-nw49 5 6 11
A29-I)w44 40 53 63
A29-Bw45 5 6 10
AW30-B18 15 18 78
AW30-B13 9 10 33
AW32-B27 3 4 5 •
Aw33-B14 20 21 130
Cwl-B27 9, 4 10 62
(V2-B27 9, 3 11 28
CW2-B40 6 7 11
Cw2-Bw47 2, 8 3 7
Cw3-Bw62 27 30 149
Cw3-B22 10 11 48
Cw3-B40 11 12 42
Cw4-Bw35 93 106 363
Cw5'-Bw44 21 35 14
CwS-BlS 31 38 76
DR2-BV/51 33 44 5 .
DR2-B7 30 38 5 *




** p < 0 ,01;
16
* * *  p <.0,001.
4
T A B L A  X . -  Tornado de Arnoiz V illen o  et o l . ,  1981a.
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De a h r que e l grado de parenfesco. en tre  in d iv id u o s  pueda ser estim ado en fu n c iô n  
de la  m ayor o menor id e n tid a d  H L A . S î, ademas, anadim os e l h e c iio  de que d e - 
term inados comb»nacîones de a le lo s  estân en d e s e q u ilib r io  de lig a m ie n to  y  que 
estes d e se q u ilib r io s  de lig a m ie n to  son ca rac te rrs ticos  de la  p o b la c iô n  e s lud iada , 
puede entenderse porqué e l Sistemo H LA es en la  a c tu a lid a d  la  m e jor h e rram ien - 
ta  de que d isponemos para estud ia r las re la c ione s  ex is tan tes  e n tre  las d is tin ta s  p o -  
b la c io n e s .
I) E V O L U C IO N  DEL SISTEMA H LA .
Se ha sugerido a menudo que los genes de l Si sterna HLA y de l S îste- 
ma H 2 se han o r ig in a d o  por una serie de d u p lico c io n e s  gén icas. Barnstable e t a l . 1978, 
han a p o rta do  datos b ioq u fm ico s  y de secuencia que pe rm i ten suponer que a l menos 
H L A -A , H LA -B  y H L A -C  se han o r ig in a d o  a p a r t ir  de un ancestro  comùn por d u -  
p lic a c iô n . Del mismo modo (Lachmann y H oba rt, 1978a), C2 y  Factor B estân c o d i-  
ficad os  po r dos lo c i estrechamente ligados situodos en tre  los lo c i H L A -B  y H L A -D  
y son c lo ram en te  productos hom ologos que han te n id o  que o rig ina rse  a p a r t ir  de 
genes d u p licado s .
N o  parece e x is t ir  re lo c iô n  en tre  ambos produc tos; an tfgenos H L A -A , -C ,
-B  y fa c to ie s  de com plem ento , e n tre  sf o con los productos de la  re g io n  H L A -D /D R .
Esta reg ion  H L A -D /D R , sin em bargo, parece estar c o n s titu id a  por toda 
uno serie de lo c i estrecham ente ligad os  y  por su po rte  tam b ién  po drfa n  haberse
o r ig in a d o  por d u p lic a c iô n  g é n ica  de un a n c e itro  com ùn.
La hom olog fa Funcional e n tre  productos de l Sistemo HLA parece ser
i K iyor que su hom olog fa en term ines de e v o lu c io n  m o le cu la r s i,  com o se ha suge­
r id o  por Barnstable e t a l . ,  1977, los productos H L A - A , -  B ,-C  y -D /D R  re a liz a n  
todos e llo s  funciones en la  su p e rfic ie  c e lu la r  s im ilares a las de l com plem ento.
Parece, por ta n to , p o s ib le  que la  o rg a n iza c iô n  genera l de l m a te ria l 
g e n é tic o  en organismes superiores in c lu y a  e l a g rupa m ien io  de secuencias génicas 
d u p lica d o s , com o es e l caso de l Sistema H LA . Pudiera ser en tonces que estes
39 -
agrupam ien tos fueran las unidades gené ticas Funcionales basicas, cado una de las 
cuo les  esta in vo lu c ra d a  en toda una serie de Funciones estrecham ente re la c lo n a d a s . 
(Bodmer y  Bodmer, 1978).
3 . -  IM P L IC A C IO N E S  E N  EL TRANSPLANTE .
Los an tfgenos de h is to c o m p a tib ilid a d  son los responsables de l re chazo  
de in je r to s . En todas las especies suF ic ientem ente estudiadas se ha encon trado  que 
ex is te  un gran numéro de sistemas g e n é ticos , no  asociados en tre  s f, que c o d if ic a n  
pa ra  an tfgenos de h is to c o m p a tib ilid a d  (H ). Las d iFerencias para a lgunos de estos 
an tfgenos en tre  e l donante y  e l re cep to r p rovocan un re chazo  d é b il (o p ro long ado ) 
de l in je r to ,  m ien tros que diFerencias para otras an tfgenos lle v a n  a un re chazo  
Fuerte (o  râ p id o ); estas d iFerencias nos pe rm iten  d is tin g u ir  en tre  Sistemas de H istocom  
p a t ib i l id a d  dé b iles  o Fuertes.
El Sistema HLA es e l Sistema P rin c ip a l (u,5s Fuerte) de H is to c a m p a tib ilid a d  
en e l h o m b re ,C e p p e llin i e t a l . ,  1969, de l misma modo que e l Sistema H -2  lo  es 
en e l ra ton  y e l Sistema RT-1 lo  es en la  ra ta .
A ) TRANSPLANTE RENAL
Sakai y Simonsen, 1 9 6 9 ,y  B ildsoe e t a l . ,  1970, tra ba jan do  en ra ta  
dem ostraron que de cara a l transp lan te  re n a l, e l C om p le jo  P rin c ip a l de H istocom pa­
t ib i l id a d  (Sistema R T-1) no solo era e l p r in c ip a l responsable de l rechazo  de l 
in je r to ,  sino que era e l û n ic o .
En e l hom bre , estos hechos se han con oc ido  por o tro  cam i no . A  m edido 
que se Fueron re o liz a n d o  transp lan tes de donantes v ivos en tre  miembros de la  misma 
F a m ilia , de padres a h ijo s  o en tre  hermanos, se ha id o  v ie n d o  que tam bién  e x is tfa  
un sistema g e n é tic a , e l Sistema H LA , que era im po rtan te  para la  sup e rv iven c ia  
de l in je r to .  Y  ya que e l é x ito  de l transp lan te  estaba d ire c tom e n te  re la c io n a d o  con 
la  co m p a tib ilid a d  H LA , se razonô que los genus que provocabon e l re chazo  de l
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in je r to  y  o q ue llos  que cod iF icabon para los an tfgenos de tectados en e l la b o ra to r io  
deberfan ser pa rte  de l mismo sistema g e n é tic o .
S ingol e t a l . ,  1969, demostraron que los F ransg lan^s de v iv o  en tre  
in d iv id u o s  HLA id é n tico s  eron los que m e jo r sa lfa n , que los re a lizado s  en tre  
in d iv id u o s  HLA diFerentes eron los peores y  que los transp lan tes en tre  in d iv id u  as 
b a p lo id é n tico s  lo  hoc fan de un modo in te rm e d io .
Estos resu ltados, sin em bargo, Fueron menos dram aticos cuando se 
em pezaron a transp lan ta r riftones en tre  in d iv id u o s  no emparentados y aunque Fue 
é v id e n te  que la  su p e rv iven c ia  era m e jo r a  mayor c o m p a tib ilid a d  H LA , cuando 
se transp lan taban rîftones e n tre  in d iv id u o s  no re la c iono dos  H L A - A , D R  
id é n tico s  esta su p e rv iven c ia  e ra  menor que la  que se daba con in d iv id u o s  em po- 
ren to  jos  HLA id é n tic o s .
La im po rtan c ia  re la t iv a  de los an tfgenos HLA cod iF icados po r los 
lo c i H L A -A ,-B  y  -D R  de caro a  la  sup e rv iven c ia  de l transp lan te  ha sido inves­
t i  goda y no pa rece  ser la  m ism o .(M o en  e t a l . ,  1980a; Festenstein e t a l . ,  1976; 
O p e lz  y  Te rasaki, 1980; France T ransp lan t, 1980).
La su p e rv iven c ia  aum enta a m ayor c o m p a tib ilid a d  H LA -D R , y  en 
cu a lq u ie r caso van m e jo r o q u e llo s  transp lan tes en los que no ex is te n  in c o m p a tib i-  
lidades H LA -D R . La im p o rta n c ia  de l locus H LA -B  pa rece mayor que la  de l locus 
H L A -A . La co m p ta b ilid a d  para estos lo c i H L A -A  y H L A -B ,o  a l menos la  menor 
in c o m p a tib ilid a d  po s ib le , pa rece  im po rtan te  en e l caso de e x is t ir  in c o m p a tib ilid a -  
des H LA -D R .
El eFecto de los lo c i H L A -A  y H LA -B  (O p e lz  y  Te rasaki, 1980;
France T ransp lan t, 1980) y  de l locus H LA -D R  (O p e lz  y  Te rasaki, 1980) sobre la 
sup erv iven c ia  de l tra nsp lan te , parece m in im iza d o  por e l numéro de transFusiones 
que p rev iom ente  a l transp lan te  haya re c ib id o  e l re ce p to r. A unque este pu n to  a l 
menos en lo  que respecta a l locws H L A - DR es a c tu a lm en te  d iscu tid o  por otros 
autores (M oen e t a l . , 1980b) que apunton  un papel beneF icioso de las transFusiones 
solo en e l caso de e x is t ir  in c o m p a tib ilid a d e s  H LA -D R , no parece aconse jab le  una 
te ra p ia  de transFusiones p rev ios  a l tra n sp la n te , ya  que e l lo  suele lle v a r consigo 
la  a p a ric io n  de an ticue rp os  c ito tô x ic o s  en e l re cep to r y  podrfan  d iF ic u lto r enorm e- 
mente la  oportu n idod  de transp lan te  para estas in d iv id u o s  po litransF und idos.
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B) TRANSPLANTE DE M E D U LA  OSEA
De cara a l transp lan te  de m édula  osea la co m p a tib ilid a d  para e l locus 
H L A -D  pore ce de trascendenta l im p o rta n c ia , inc luso  e x is tie n d o  diFerencias para 
a lg u n o  de los an tfgenos H L A -A  o H L A -B . Parece que la  co m p ta b ilid a d  H L A -D  
(C u lt iv o  m ix to  de linF o c itos  n e g a tiv e  de l donante  h a c ia  e l re cep to r) es e l 
re q u is ite  p r in c ip a l pa ra  e v ita r  la  re a cc iô n  d e l in je r to  Frente a l huesped, G V H  (1), 
O 'R e i l ly  e t a l . ,  1977.
4 -  SISTEMA HLA Y  ENFERM EDAD. (Para reFerencias veanse las rev is iones: Dausset,
1978; Dausset y  S ve jgoa rd , 1978; Ryder y  S ve jgoa rd , 1976; Terasaki e t a l . ,  1980).
El descub rim ien to  d e l po lim oF irm o e r it ra c ita r ie  an im é  a la  busqueda de 
a so c ia c ién  de estos m orcadores ge né ticos  con enFermedodes, p e ro , a pesor de l esFuerzo 
em pleado, los resu ltados Fueron lim ita d o s . Se han conFirm ado, sin em bargo, a lgunos 
asac iac iones como la  de la  u lcé ra  de duodena con e l grupo songuineo 0  o la  de l 
cancer de estomago con e l grupo A .
Bosados en las observaciones heclw is en e l ra ton  de que la  s u s ce p tib ilid a d  
a determ inadas v irus  estaba asociada a an tfgenos cod iF icados en e l C o m p le jo  P r in c i­
pa l de H is to c o m p a tib ilid a d  ( L i l ly  e t a l . ,  1964), se abordaron estudios ané logos en 
e l hom bre. Como resu ltodo  de eso busqueda se ha encon trado  que uno serie  de e n -  
Fermedades estân in d iscu tib le m e n te  asociados a la  presencia de de term inadas a n tfg e ­
nos de h is to c o m p a tib ilid a d  (Dausset y S ve jgoa rd , 1977; Dausset, 1978; Terasaki e t 
a l . ,  1980):
EnFermedodes asociados a l locus H L A -A  (ReFerencias a l com ienza  de este a p o rta d o ). 
Hasta la  Fecha la  û n ico  enFermedad Fuertemente asociada a un a n tfg e n o  de l locus 
H L A -A  es la  hem ocrom atosis id io p a t ic a ,  en Ferme dod Fam iliar de l m etabo lism o de l 
h ie rra , estâ asociada a l an tfg e n o  H L A -A 3 . El 80 %  de los enFermos que podecen 
esta enFermedad son H L A -A 3  po s it ivo s , m ien tros que solo e l 20%  de los in d iv i -
(1) GroF Versus Host.
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duos sonos présenta este a n tfg e n o . En los enferm os con hem ocromatosis id io p a t ic a  
este an tfgen o  H L A -A 3  se encuen tro  p re fe ren tem en te  form ando pa rte  de los h a p lo tip o s
A 3 — B7 y  A 3 — B14, o solo A 3  B7, depend iendo de las p o h iac ion es . Esto hace
que B7 y B I4 , o solo B7, estén tam bién  asociados s ig n if ic a tiv a m e n te  a la  e n fe rm e - 
d a d , aunque de un modo secundario , en estas po b lac ion es .
Se ha encon trado  un exceso de a lgunos an tfgenos H L A -A  en o tra s  enFermedodes 
com o ap la s ia  m edular id io p a tic a  (H L A -A 2 ) o  leucem ia  aguda lin fo b la s t ic a  (H L A -A 2 ) .
EnFermedodes asociados a l locus H L A -B  (ReFerencias a l com ienza  de este a p o rta d o ).
La e s p o n d ilit is  a n q u ilo s o n te , enFermedad ro rom ente F am ilia r que oFecto p r in c ip o l-  
mente a  los h ombres, esta asociada Fuertemente a l a n tfg e n o  H LA -B 27 . El 90 %  de 
los in d iv id u o s  que podecen esta enFermedad son H LA -B 27 p o s it ivo s , m ien tros que 
la  Frecuencia de este an tfg e n o  en la  p o b la c iô n  normal o sc ila  en tre  5 -1 0 % . H L A - 
B27 aparece Frecuentem ente Formondo p a rte  de dos h a p lo tip o s , B27— C\wl y  B27—
—C w 2. De a h f, que C w l y Cw 2 estén aumentodos tam bién  en la  p o b la c iô n  e n fe r­
m a. Este aum ento de C w l y  Cw2 es secundario  a l de B27 (A rn a iz  V ille n a  e t a l . ,1980b).
La aso c ia c iôn  en tre  H LA -B 27 y e s p o n d ilit is  anquilosonte se ha encon trado  en todos 
las pob lac iones estud iadas.
O tra s  enFermedodes a r tic u la re s  que estân , osim ism o, asociados a l a n tfg e n o  H LA -B 27  
son: Sfndrome de R e ite r, A r t r i t is  R eum atoide J u v e n il,  S a c ro ile it is ,  e tc .
La t i r a id i t is  subaguda, o enFermedad de Q u e rv a in , estâ asociada a H LA -B w 35 .
El 75%  de los enferm os con esta enFermedad de Du Q u e rv a in  son Bw35 po s itivo s  
m ien tros que solo e l 2 0 %  de los in d iv id u o s  normales presenlan este a n tfg e n o .
N o  se ha encon trado  a so c ia c iôn  de n ingûn  a le lo  de o tro  locus con esta enFerme­
dad .
La enFermedad de Behcet estâ asociada a H L A -B 5 .
EnFermedodes asociados a l locus H L A -C  (ReFerencias a l com ienzo de este a p o rta d o ).
La psoriasis vu lg a ris  se encuentro  asociada a un an tfgen o  H L A -C , e l C w 6 . Las
— 43 —
Q sociaciones encontradas p rev iom en te  o  la  d e fin ic iô n  de C w 6  en tre  B13, B17 o Bw39 
con esta enFermedad son seguram ente debidas a l d e s e q u ilib r io  de lig a m ie n to  en tre  
estos an tfgenos de l locus H LA -B  y C w 6 .
EnFermedodes asociados a la  re g ion  H L A -D /D R  . (ReF. a l com ienzo  de este a p o rta d o ).
Toda una serie de enFermedodes de t ip a  au to inm une: m iastem ia g ra v is , enFermedad 
de Addison enFermedad de S jdgren , h e p a tit is  a c t iv a  eron ica  y o tras ,pueden  a g ru p a r- 
se en Funciôn de su aso c ia c iô n  a B8 , DR3 y Dw3.
La d iabetes m e ilitu s  in s u lin  depend ien te  que m uestra , osim ism o, una aso c ia c iô n  a 
B8,DR3 y Dw3 esta asoc iada tam bién  a los an tfgenos C w 3, B15, DR4 y Dw4 (p r in -  
c ip a lm e n te  en e l no rte  y  cen tro  de Europe) y  a C w 5 , B18 y BFFl, en Espana, Sur 
de F rancia  y  CerdeMa.
La esclerosis m u lt ip le  esta asociada a A 3 , B7 y DR2, en coucosoides europeos, y 
no en pob lac iones  m editerrôneas ( ita lia n o s ) o en jud ios .
La aso c ia c iô n  encon trada  en tre  an tfgenos de los lo c i H L A -A  y H LA -B  con estas 
enFermedades es secundaria  a la  aso c ia c iô n  de la  enFermedad can los an tfgenos 
H L A -D /D R .
B8 , DR3, Dw3; C w 3 , 815, D R 4,D w 4; C w 5 , B18, BFFl, DR3; y  A 2 , B7, DR2 p re - 
sentan un d e s e q u ilib r io  de lig a m ie n to  muy Fuerte, de monero que n or m alm ente a pa ­
re cen en e l mismo h a p io t ip o . Se ha demostrado que las asoc iac iones en tre  los 
a le lo s  que con s tituyen  code uno de estos h a p lo tipo s  y la  enFermedad son môs Fuer­
tes , o  d ic h o  de o tro  m odo, e l riesgo  re la t iv e  de padecer la  enFermedad para los 
portadores de un a le lo  cod iF icado  par un de term inado locus es m ayor, cua n to  môs 
p rôx im o  se encuen tro  ese locus a  la  reg iôn  H L A -D /D R .
En un es tud io  re c ie n te  de la  d iabetes meNitus insu lin  de pend ien te  en re lo c iô n  a los 
an tfgenos HLA en la  p o b la c iô n  espoMola (Rodrfguez de C ôrdoba e t a l . ,  1980) se ha 
en con trado  que e l h a p io tip o  A w 30  —  Cw5 —  B I8  —  BFFl - 7  DR3 se daba con 
re la t iv a  Frecuencia en la  p o b la c iô n  d ia b e tic a , s iendo las riesgos re la tiv e s  para es­
tos an tfgenos: A w 30  (3 ,8 4 ) ; C w5 (5 ,4 7 ) ; B I8  (7 ,7 0 ) ; BFFl (1 0 ,8 3 ); y DR3 (1 1 ,0 9 ).
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Para e l caso de las d iabetes in su lin  depend ien te  en la  p o b la c iô n  espafto la e l fra g - 
m ento de l h a p io tip o  A w 30  —  C w 5 —  B18 —  BfFI —  DR3 que aparece  con 
môs fre c u e n c ia  es e l BfFI —  DR3. Los in d iv id u o s  con este fragm ente  presenton 
môs riesgo re la t iv e  de padecer la  enFermedad que los in d iv id u o s  DR3 o BFFI.
Ba{o este p la n te a m ie n to  de que a lgunos enFermedodes pud ie ron  estar asociados a 
de term inados h a p lo tipo s  mds que a un de term inado an tfg e n o  c o n c re te , se es tud iô  
la  in c id e n c ia  de los h a p lo tipo s  818 —  BFFl y B 18—  no BFFI en una muestra 
de d ia b e tic o s  in su lin  depend ien tes y  en una muestra de d ia b e tico s  no in su lin  d e - 
pend ien tes , todos pe rten ec ien tes  a la  po b la c iô n  espoMolo. Como era de esperor 
e l h a p io tip o  B18 —  BFFl estaba s ig n if ic a tiv a m e n te  aum entado en la  p o b la c iô n  
d ia b e tic a  in su lin  d e pend ien te , y ,  lo  que es mqs in te resan te , en la  p o b la c iô n  
d ia b e tic a  no  in su lin  depend ien te  se encon trô  s ig n if ic a tiv a m e n te  aum entado e l 
h a p io tip o  B18 — no BFFl (A rn a iz  V ille n a  e t a l . , 1 9 80a ).
D eF icîencias g e né ticos  y Sistema H LA . (ReFerencio- n | com icn  o du u Ju q| n rtodo ) 
D eterm inadas d e fic ie n c ia s  gené ticos  com o la  de C 2 , 0 4  o 2 1 -H id ro x ila s a  (1) 
estân ligados a l S istem a H LA . A unque no se ha en con trado  aso c ia c iô n  a n in ­
gûn a n tfg e n o  H LA , la  he re n c ia  en fa m ilia  se encuen tro  ligad a  a determ inados 
h a p lo tip o s . La d e fic ie n c io  de 0 2  se ha encon trado  asociada p re fe ren tem ente  a l 
h a p io tip o  A 25  —  B18 -— Dw2.
6 Q ué  g e n , o genes, serfon los responsobles d ire c to s  de estas a s o c io c io - 
nes encontradas? (Dausset, 1978)
La aso c ia c iô n  en tre  hemocromatosis id io p a tic a  y  H LA -A 3 ,  com o en e l 
caso de la  h ip e rp la s ia  ad rena l c o n g e n ita , y las enFermedodes d é riva  dos de la  d e f i-  
c ie n c ia  de C2 o 0 4 ,  sin duda im p i ica  a un "gen  m e ta b ô lic o "  de l Sistema H LA .
La aso c ia c iô n  en e l caso de la  hem ocromatosis id io p a tic a  a H L A -A 3  o la  e levada  
Frecuencia de l h a p io tip o  A 25  —  B18 —  Dw2 en la  d e fic ie n c io  de 0 2  se pueden 
e x p lic a r  Fôcilm ente por la  inc lu s iô n  de genes m e tabô licos  a lte rodos en determ inados 
h a p lo tipo s  y que en e l caso de l de la  hem ocromatosis id io p a tic a  debe de estar muy 
p rôx im o  a l locus H L A -A .
(1) Esta d e fic ie n c io  e n z im a tica  desencadena la  h ip e rp la s ia  ad rena l co n g é n ita .
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Para e l caso de la  e s p o n d ilit is  an qu iloso n te  y , to i ve z , la  enFermedad 
Q u e rv a in , parece que los prop ios an tfgenos de h is to c o m p a tib ilid a d  pu d ie ran  ser 
los responsables d ire c tos  de la  a s o c ia c iô n , aunque no se descarta la  p o s ib ilid o d  de 
que los responsables sean otros genes d is tin tos  que estén muy estrecham ente ligados 
a los que cod iF ican  para estos an tfgenos de h is to c o m p a tib ilid a d .
Por u lt im o , a lgunos asoc iac iones pa rece que son reF le jo  de l d e s e q u ilib r io  
de lig a m ie n to  en tre  de term inados an tfgenos de h is to c o m p a tib ilid a d  y genes que con - 
Fieren s u s ce p tib ilid a d  a padecer estas enFermedodes, genes de la  respuesta inm u ne .
/  M e d ia n te  qué mecanismos estos genes podrfan  conFerir su sce p tib ilid a d  
a padecer estas enFermedodes? (Dausset, 1978)
Y a que a lgunos de estas enFermedodes pa recen tener un o rig en  inFeccioso 
de b id o  a v iru s  se ha sugerido que los productos de estos genes, sean an tfgenos de 
h is to c o m p a tib ilid a d  o no , con s tituyon  recepto res o  n iv e l de membrane para estos 
v iru s , o , com o hfpotesis o lte rn a t iv o ,  que s im ilo rid ode s  en tre  estas productos y 
es tructuras v fr ic o s /o  bo cte rionas im p o s ib ilite n  o rgan ize r une respuesta inm une, p ro -  
vocando  to le ra n c ia  .( O tro  po s ib le  m econism o esto rfo  re la c io n a d o  con e l pape l en 
la  e lim in a c iô n  de cé lu la s  in fe c tada s  por v irus  de los an tfgenos de h is to c o m p a tib ilid a d . 
Véase môs o d e lo n te  en e l ap o rta do  Funciôn B io lô g ica  de l Sistema H LA ).
El de scubrim ien to  de los genes de la  respuesta inm une, cod iF icados en 
e l C o m p le jo  P rin c ip a l de H is to c o m p a tib ilid a d ,e n  d  ra tôn  y  su e x is te n c ia  mas que 
p robab le  en e l Sistema H L A , ha im p lic a d o  d ire c tom e n te  o estos genes en la  
a so c ia c iô n  de de term inadas enFermedodes a l Sistema H LA .
Com o no pa rece probab le  que p u d ie ra  justiF icorse esta aso c ia c iô n  en 
Funciôn de la  d e fic ie n c io  de un geq /genes de la  respuesta inm une, se ha sugerido 
la  e x is te n c ia  de genes de la  respuesta inm une con una Funciôn onôm alu .
En este se n tid o , parece probab le  la  e x is te n c ia  de genes de la  respuesta 
inm une responsables de una h ipe r-respuesta  o de una h ipo -respuesta  inm une. Estos 
genes esto rfon in c lu id o s  p rin c ip e Im e n te  en determ inados h a p lo tip o s . Podrfa pensorse 
que A l  —  B8 —  DR3 serfa un h a p io tip o  de h ipe r-respuesta  y  que esta anom al fa 
ser fa en u lt im o  té rm ino  la  responsable de la  a p a ric iô n  de Fenômenos au to inm unes.
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O tros  h a p lo tip o s , ta l vez A 2 —  B7 —  Dw2, serfon de h ipo -respuesto  y  podrfan  
ser responsables de la  fa lta  de respuesta a  determ inados an tfgenos.
Estos genes no  tien en  porqué c o n fe rir uno desventa jo  a l in d iv id u o  p o r-  
ta d o r, e inc luso  en de term inadas s ituac iones pueden suponer una v e n ta ja .
En c u a lq u ie r caso los mecanismos responsables de la  a so c ia c iô n  HLA 
y enFermedad se iran  progresi vam ente ac ia ra n d o  a m edida que se va y a deF in iendo 
e l papel b io lô g ic o  re a l de los productos de los genes de l Sistema HLA y  se voya  
conoc iendo  la  e t io lo g fa  de todos estas enFermedodes.
5 . -  D ISTR IBU C IO N  TISULAR DE LOS A N T IG E N O S  HLA (1)
A  p rim era  v is ta  parece que los antfgenos de h is to c o m p a tib ilid a d  p u d ie ­
ran d iv id irs e  en dos grupos en fu n c iô n  de su d is tr ib u c iô n  t is u lo r . Por un lo d o , los 
an tfgenos cod iF icados por los lo c i H L A - A , - B , - C  y ,  por o tro , los an tfgenos c o d if i -  
codos por la  re g iôn  H L A -D /D R .
Los an tfgenos H L A -A ,-B  y  -C  presenton una d is tr ib u c iô n  casi genera l 
en e l organism e. Estos an tfgenos se han de tec tad o  en todos los te jid o s /c é lu la s  
estudiadas hasta la  Fecha con la  e x ce p c iô n  de los e r itro c ito s  y  to i vez  los r e t ic u -  
lo c ito s  (W illia m s  e t a l . ,  1980). Lds can tidades de estos an tfgenos v o r fo n , sin 
em bargo, de unos te jid o s /c é lu la s  a  o tros . El bozo es e l que présenta mas ca n tid o d  
de an tfgenos H L A -A ,-B  y -C  y e l ce reb ro  e l que menos. Parece, adem ôs, que 
p roporc iona lm en te  las cé lu la s  expreson mas H L A -A  y H LA -B  que H L A -C  en su 
membrana (Snary e t a l . ,  1977).
Los an tfgenos cod iF icados por la  reg iôn  H L A -D /D R  del Sistema H LA , 
po r e l c o n tra r io , muestron una d is tr ib u c iô n  lim ito d a  a determ inados te jid o s /c é lu la s .
Se han encon trado  an tfgenos HLA-D R en: linFocitos B, mocroFagos, 
linFoc itos  " n u l l "  (no  B, no  T), c é lu la s  e n d o te lia le s , cé lu la s  Langerhans de la p ie l ,  
en a lgunos linF o c itos  T de songre pe riF e rico , en linFoblastos T en c u lt iv o ,  en l i n -
(1 ) Se ha e x c lu id o  de este ap o rta d o , in tenc ionadam ente , la  expresiôn de a n tfg e ­
nos HLA en e sperm atozoïdes, ya  que sera o b je to  de mayor discusiôn en o tro  
a p o rta d o .
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fo c ! tos T transformodos en c u lt iv o  m ix to  y  en cé lu la s  T "oses inos", V /e rn e t, 1976; 
S ting l e t a l . ,  1978; Fu e t a l . ,  1978; Evans e t a l . ,  1978; S uc io -F oca e t a l . ,  1978b.
El r i Mon es e l ôrgano que présenta môs ca n tid a d  de HLA-DR  después 
de l b a zo , m ien tras que e l h iga do  présenta una ca n tid a d  m oderada, d e b ido  p o s ib le - 
m ente a las cé lu la s  K upp fe r, y  no se de tec ton  an tfgenos H LA -D R  en e l cerebro  
(W illia m s  e t a l . , 1980).
Con respecto a an tfgenos cod iF icados po r e l locus H L A -D  se ha en con­
tra do  que estos dé term inantes estân présentes en linF oc itos  B, macroFogos, c ie rta s  
c é lu la s  de la  p ie l ,  cé lu la s  de Langherhans ( ? ) ,  y  posib lem enfe en cé lu la s  e n do te ­
lia le s ,  Lohrmann e t a l . , 1974; H irschberg y Thorsby, 1975; M oen e t a l . ,  1980a.
6 . -  F U N C IO N  B IO L O G IC A  DEL SISTEMA H LA .
La e x tra o fd in a r ia  pe rs is tenc ia  y e l aparen te  pe rFeccionam iento  de este 
pequeMo Fragmente de cromosomo o lo  la rg o  de la  e v o lu c io n  y la  s im ila r id a d  de sus 
estructuras y  Funciones en todos las e species de vertrebrados estud iadas, son hechos 
suFicientes para penser que este c o n ju n to  de genes juega un papel Fundamental en 
e l m an ten im ien to  de la  in te g rid a d  de l organism e, no  solo en la  defensa de agentes 
e x te rio re s , s in o , sobre to d o , en co n tra  de toda m o d ific a c io n  de sf m ismo.
C u a lq u ie r e x p lic o c iô n , sin em bargo, de la  Funciôn b io lô g ic a  re a l de l 
Sistema HLA debe tener en cuenta  las p e cu lia rè s  ca ra c te rfs tica s  de este Sistema, 
es d e c ir :
-  La d is tr ib u c iô n  t isu lo r de los productos de l Sistema H LA ; donde los an tfgenos 
H L A - A , - B , - C  aparecen en todos las cé lu la s  nucleodos de l organism e, m ien tras 
que los productos de la  re g iôn  H L A -D /D R  aparecenrestring idos a de term inadas 
estirpes ce lu la re s  con , ademôs, una Funciôn e fe c to ro  oporen tem ente muy d e f i-  
n id a . Esta d ife re n c ia  e n tre  estes dos tipos de productos se opoya ademôs en 
los diFerencias es truc tu ro les  que muestron e n tre  sf.
-  El extrem ado polim orFism o g e n é tico  que presenton los lo c i H L A -A , -B , -C , - D R  
y -D .  PolimorFismo no observado en n ingun o tro  sistema g e n é tico  a exce pc iôn
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de las ré g i ones va ria b les  de las inm unog lobu linas.
-  El e le va d o  numéro de cé lu la s  T a lo re a c fiv d s  que son capaces de reconoce r 
an tfgenos de l C om p le jo  P rin c ip a l de H is to co m p a tib ilid a d  en otros m iem bros 
de la misma e specie ; com o puede ponerse de m a n ifies to  en e l c u lt iv o  m ix to  
l in fo c ito r io ,  donde la  respuesta o o loa n tfg eno s  es més v io le n ta  que la  res­
puesta xen ogén ica  (a an tfgenos de especies d ife re n te s ).
-  La fu n c iô n  inm unoregu ladora  de los p roductos de l C om p le jo  P rin c ip a l de 
H is to c o m p a tib ilid a d .
N ues tro  co n o c im ie n to  de la  fu n c iô n  b io lo g ic a  de l Sistema HLA d é r iv a  
en su m ayor po rte  de estudios re a lizado s  en an im a les , p r in c ip o lm e n te  en e l ra tô n , 
que podrfan  ser resumidos asf:
-  El descubrim ien to  po r M c D e v itt  y B enocerro f (1969) de los genes de la  respues­
ta inmune (Ir) y  que estos pe rne tecen a l C om p le jo  P rin c ip a l de H is to co m p a tib i­
lid a d .
-  Los observaciones de D oherty  y  Z in ke rn a g e l (1975); Z in ke rn a g e l y  D ohe rty  (1974) 
y  Shearer (1974) de que los an tfgenos H -2 K  y  H -2 D  (équ iva le n tes  a los a n tfg e ­
nos H L A - A , - B , - C  en e l hombre) juegon un pape l fundam enta l en la  lis is  de 
cé lu lo s  in fe c tada s  por virus, o con jugodos con hoptenos.
-  Los experim entos de Rosenthal (1978); Rosenthal y She va ch (1973) y  Shevac.h y 
Rosenthal (1973) que demostraron que los productos genicos de la  re g iôn  I (é q u i­
v a le n te  a la  reg iôn  H L A -D /D R  en e l hombre) estân im p lico dos  en la  co o p e ra - 
c iô n  en tre  m ocrofogos y  linFoc itos  T , que es de c ru c io l im po rtan c ia  en muchas 
respuestas inmunes, y
-  El descubrim ien to  por Z in ke rn a g e l e t a l . ,  1978, de que e l tim o  es e l ôrgano 
donde los linFoc itos  T oprenden a reconoce r sus propios an tfgenos de h is tocom ­
p a tib i l id a d .
Segun estos hechos e l C om p le jo  P rin c ip a l de H is to co m p a tib ilid a d  esta rfa  
im p lic a d o  en la  inm un idad tim a -d e p e n d ie n te  que com prende la  inm unidad m ediada
-  49 -
por cé lu la s  y  la  p roducc iô n  de an ticue rp os  IgG  d ir ig id o s  con tra  una va riedad  
de an tfgenos, an tfgenos tim o  de pend ien tes . La inm un idad tim o  depend iep te  es de v ita l 
im po rtan c ia  e n tre  otros ospectos en la  defensa de l orgonism o de in fe cc io nes  v ira le s  
y en e l re chazo  de in je r to s . El d e sa rro llo  de este t ip o  de respuesta inmune im p i ica  
la  cooperac iôn  de d is tin tos  tipos  ce lu la re s . El C om p le jo  P rin c ip a l de H istocom pa-i 
t ib i l id a d  p a r t ic ip a  en estas in te ra cc io n e s  ce lu la re s .
A s f, los genes de l C om p le jo  P rinc ipa l de H is to co m p a tib ilid a d  responsa­
b les de las in te ra cc io n e s  m o n o c ito s /c é lu lo s  T "h e lp e r "  y cé lu la s  T " h e lp e r " / l in fo -  
c ito s  B, son probob lem ente los mismos^eston lo c o liz o d o s  en la  re g iôn  I  de l Sistema 
H -2  de l ra tôn  y pa recen estar prôx im os a la  re g iôn  H L A -D /D R  en e l hom bre , au n ­
que en e l hombre solo se han encon trado  pruebas de ésto en e l caso de la  coope­
ra c iô n  m o n o c ito /c é lu la s  T "h e lp e r "  (Hansen e t a l . ,  1978; B ergho itz  y Thorsby, 1977).
Para que e l l in fo c i to  T "h e lp e r "  pueda ser a c t iv a d o , es necesorio  que 
reconozco  no  solo e l an tfgen o  © (tra fio , s ino tam b ién  e l an tfg e n o  H L A -D /D R  sobre 
e l m o noc ito  que présenta este a n tfg e n o  extroMo a l l in fo c ito  T "h e lp e r " .
M ie n tra s  que los an tfgenos H L A -D /D R  in te rv ie n e n  en los prim eras etopos 
de la  respuesta inm une, los an tfgenos H L A - A , - B , - C  p o r tic ip a n  p r in c ip o lm e n te  en 
las u ltim a s ; la  lis is  c e lu la r  por c é lu la s  a sesinas.
Se sabfa desde hace tiem po  que los ro tones in fec todos con v irus  de la  
co r io m e n in g itis  l in fo c it ic a ,  L C M , désarro iloban  linF o c itos  T osesinos que podfan 
recogerse de l bozo y que esp ec ificom e n te  lisabon cé lu la s  in fec tadas  por e l v irus  
LC M . D oherty  y  Z in k e rn a g e l, 1975, observer on que estas cé lu la s  T asesinas no 
lisabon las cé lu la s  in fec tadas por v iru s  LC M  de todos las cepas de ro tones, sino 
so lo  los de o q u e llo s  cepas que com partfan  an tfgenos H -2 K  y / o  H -2 D  con la  cepa 
en la  que se habfan désarro i lodo  las cé lu la s  T asesinas. Los an tfgenos la (hom ologos 
a los an tfgenos H L A -D /D R ) no estobon im p lico dos  en este proceso.
En base a estas observocianes de que las cé lu la s  T asesinas no 
con e l v irus  en la  c é lu lo  in fe c ta d o , s ino con ambos, e l v irus y los a n tf­
genos H -2 D  y  H -2 K , propusieron (D oh e rty  y  Z in ke rn a g e l, 1975; Z in ke rn a g e l y  D ohe rty , 
1974) las h ipô tes is  de "D u a l re c o g n it io n "  y  "A lte re d  s e lf"  ("FX ja l re c o g n it io n "  im pi ica  
que hay dos receptores independ ien tes , uno para e l a n tfgen o  extroR o y o tro  para
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e l p ro Ju c to  a u to lo g o  d e l C om p le jo  P rin c ip a l de H is to c o m p a tib ilid o d ;"A lte re d  s e lf"  
supone que e x is te  una in te ra cc io n  en tre  e l an tfg e n o  ex tra fto y  e l p ro d u c to  de l 
C o m p le jo  P rin c ip a l de H is to co m p a tib ilid a d  a  resu ltas de la  cua l este u lt im o  queda 
o lte ro d o  y es re co n o c id o  com o ta l p roducto  a lte ra d o ) .
Se ha dem ostrado que los an tfgenos H L A - A , - B , - C  juegan en e l hombre 
un pape l s im ila r a l de los an tfgenos H -2 K  y H -2 D  en e l ra ton :
-  G u lm y  e t a l . ,  1 9 7 7 , demostraron ésto en la  lis is  de cé lu la s  m asculines 
(portadoras d e l a n tfg e n o  H -Y )  po r linFoc itos  Femeninos sen s ib ilizo dos  con tra  
cé lu la s  m asculines.
-  D ickm eiss e t a l . , 1977, lo  observaron en la  lis is  de l in fo c ito s  con jugados 
con e l hap teno d in itro flu o ro b e n c e n o  (D N FB ) y
-  M c M ic h a e l e t a l . , 1977, demostraron que la  lis is  de cé lu la s  in fec tadas por un
v irus  de la  g rip e  estaba ta n t ié n  b a jo  re s tr ic c iô n  H L A - A , - B , - C .
Hay que resol te r que un a n tfg e n o , H L A -A 2 , po rec fo  ser mos e fe c t iv o  
que los demos en e l fu n c io n o m ie n to  de los dos prim eros sistemas, m ien tras que el 
H LA -B 7 era mas e f ic a z  en e l u lt im o . Este fenôm eno esto rfo  de a cu e rdo  con la  h ip ô ­
tesis de p resen tac ién , segun la  cua l c ie rto s  an tfgenos HLA son m ejores en la  p resen- 
ta c iô n  de c ie rto s  an tfgenos extro ftos m ien tras que otros an tfgenos H LA  presenton p re ­
fe ren tem ente  otros an tfgenos extroMos d ife re n te s . Este fenôm eno se ho observado 
tam bién  en e l ra tôn  (Bubbers e t a l . ,  1978).
Si este mismo fenôm eno se do para los an tfgenos la (H L A -D /D R  en e l 
hom bre ), podrfa  e x p lic a r  fô c ilm e n te  porqué a lgunos an tfgenos HLA estân asociados con
uno a lto  y otros con uno b a jo  respuesta a  determ inados an tfgenos extroMos.
Los Sistemas de H is to co m p a tib ilid a d  han e vo lu c io n a d o  h a c ia  la  d ife re n -  
c ia c iô n  in d iv id u a l de los organismos superiores.
En procordodos la  in d iv id u a lidad  queda om parada d e n tro  de la  c o lo n ie .
Se sabe que la  un iôn de los in d iv id u o s  pa ra  c o n s titu ir  la  c o lo n io  depende de e l 
re co n o c im ie n to  de a lg ô n  a le lo  en comûn para un sistema de h is to c o m p a tib ilid a d  
p r im it iv e  que podrfom os denom inor de re co n o c im ie n to .
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En a lgunos chompiMones (Podospora an se rina )lo  e x is te n c ia  de dos a le lo s  
d ife ren tes  im p id e  la  fus ion de dos organism os de la  misma espec ie .
En m am iferos, la  h ipô tes is  de l re co n o c im ie n to  "A lte re d  se lf "  de los 
an tfgenos HLA podrfa  e x p lic a r  la  e x is te n c ia  de clones capaces de reconocer 
e sp e c fficam en te , sin in m u n iza c iô n  p re v io , o loa n tfg eno s  en in d iv id u o s  d a  su misma 
esp ec ie . Se puede considérer esta respuesta a o loa n tfg eno s  com o una respuesta 
con tra  'bn tfgenos prop ios a lte ro d o s " .
Este fenôm eno po drfa  in te rp re ta rse  com o una defensa de l orgonism o 
a l pa râs ito  p o te n c ia lm e n te  mas p e lig ro so , que serfa un m iem bro de la  mismo espe­
c ie ,  de la  misma fa m ilia .  Q ue  es to rfo  ju s t if ic a d o  para e v ita r  la  a p a ric iô n  de 
c é lu la s  m utantes d e n tro  de un mismo orgonism o o , por e je m p lo , para e v ita r  la  p o s i- 
b i l id a d  de c o n to g io  de n tro  de uno mismo especie  por tumores concerigenos.
Desde este punto  de v is ta  e l gran  p o lim o rfism o  g e n é tic o  de l Sistema 
HLA serfa una v e n ta ja  e v o lu t iv a .
La fo rm ac iôn  y  m a n ten im ien to  de l p o lim o rfism o  g e n é tic o  podrfa  ademôs 
e xp lica rse  en fu n c iô n  de la  v e n ta ja  s e le c t iv a  que pa rece paseen los h e te ro c ig o to s .
Por lo  que se ho com entodo hasta a q u f ex is te n  pruebas en la  a c tu a lid a d  
que pe rm iten  suponer que los in d iv id u o s  he te ro c ig o to s  para los genes de l Sisterrxi 
H LA esto rfon en s itua c iô n  ven ta josa . Por e je m p lo , la  he te roc igos is  en un locus 
Ir podrfa  oseguror urxs respuesta inm une a lto  a dos juegos d ife ren tes  de an tfgenos 
extroMos, correspondientes a coda an tfg e n o  Ir .  Adem ôs, in d iv id u o s  que son h e te ro ­
c igo tos  para los lo c i H L A - A , - B , - C  ten d rfo n  dos veces môs an tfgenos con los que 
coopére r en la  lis is  de cé lu la s  in fe c tada s  po r v irus  que los in d iv id u o s  ho fnocigo tos.
D oherty  y  Z in k e rn a g e l, 1975, observaron que los ro tones he te roc igo tos  
para e l Sistema H -2  désarro ilaban uno respuesta mos e fe c t iv o  h a c ia  las cé lu la s  
in fec tadas  con v irus  que los ro tones hom ocigo tos.
En muchas especies végéta  les la  he te roc igos is  para de term inados siste­
mas esta g o ro n tiz o d a , ya que la  a u to fe cu n d a c iô n  es im po s ib le . Los gometos mos- 
cu lin o s  reconocen a  los gometos fem eninos m ed ian te  e l S istem a S. En la  m oyorfo 
de las especies vegeta lés la d ispa ridad  ( in c o m p it ib il id a d )  de los dos gom etos, a
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n iv e l de l Sistema S es necesorio  para lo  fecu nda c iô n . U a mécanisme p a re c id o  
opera en abe jas . (Dausset, 1978)
Aunque en e l caso de los m am iferos, la fe r t i l id a d  en Im eas pures de
rotones nos in d ic e  que no in te rv ie n e  este-m econism o o que ha desoparec ido , a lgunos
hechos, como e l observado en une p o b la c iô n  e is ledo  en e l Sahara de Tuaregs, con
un e le va d o  grado de consogu ine idod , donde no se hn encon trado  un solo in d iv id u o
ho m oc igo to  para e l Sistema H L A , parecen in d ic o r que b ien  a n iv e l de f e r t i l iz a -
c iô n , o  en estadios a n te rio res  a l n o c im ie n to , pueden estar im p licados mecanismos
g ené ticos que fovo rezco n  la  he te roc igos is  para e l Sistema HLA (Tal vez  un sistema
s im ila r a l Sistema T / t  de l ra ton; lé ta l para los hom ocigotos T /T  y a lgunos t / t .  A r tz t  
y  B ennett, 1975).
7 . -  SISTEMA HLA E N  ESPERM ATOZOIPES.
El semen humano oontiene varias  clases de an tfgenas. Los an tfgenos 
correspondientes a los grupos songuineos A  y  B se expreson en e spermatozoïdes 
(Londste iner y  L e v in e , 1926). Se ho demostrado osimismo que los an tfgenos de los 
Sistemas M N  y T ja estân tam bién  présentes en los esperm otozoides (Edwards e t a l . ,  
1964) y  que en plasma sem inal hay an tfgenos que corresponden a l Sistema Lewis 
(Logde y  Usher, 1962).
A ) A N T IG E N O S  H L A - A , - B , - C  E N  E SPERMATOZOÏDE S
V o jtis k o v a  e t a l . , 1969, encontra ron  que la  absorc iôn  con p re p a ro c io - 
nes de e spermatozoïdes de ra tô n , ob ten idos de l e p id id im o  y  vaso de fe re n te , de 
an tisueros a n t i-H  2 in h ib ia n  la  re a cc iô n  de hem oag lu tinoc iôn  de estos sueros. Estas 
p reparac iones, que presentaban un 1 0 - 12%  de con tam inac iôn  de otras cé lu la s , 
p r in c ip o lm e n te  c é lu la s  e p ite l ia le s ,  obsorbfan menos a c t iv id a d  de los sueros o n t i -  
H -2 , que preparac iones é q u iva le n te s  de cé lu la s  de bazo o de songre p e r ife r ic a .
M e d ia n te  estudios de inm unofiuorescenc ia  in d ire c te  u t i l iz o n d o  an tisueros 
o n t i - H - 2  estos mismos au tores encon tra ron  que la  fluo rescenc io  se lo c a liz a b a  en una 
p o rc iô n  d e fin id o  de la  su p e rfic ie  de l e sperm atozoïde; en e l ocrosomo.
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G o ld b e rg  e t a l . ,  1970, m ed ian te  técn icas  de c ito to x ic id o d  m ediada 
por com plem ento y t in c iô n  posterio r con a zu l tr ip a n  sobre p reparaciones s im ila res 
de e sperm atozoïdes de ra to n , observaron que sueras a n t i-H -2  matoban e spe c if i -  
cam ente los esperm otozoi des. Adem ôs, e l %  de e spermatozoïdes muertos oum en to - 
ba cuando e l ensayo se re a liz a b a  sobre los esperm otozoides de rotones ho m oc igo ­
tos para la  e s p e c ific id a d  con tra  la  que iba d ir ig id o  e l suero a n t i - H - 2 .
E ncon tra ron , ademôs, a lgu no  prueba de que la  ca n tid a d  de an tfgenos 
H -2  d ism in uye , o  a l menos queda enm ascarada, du ran te  la  m aduraciôn de los 
esperm otozoides.
S im ultôneam ente a los experim entos en ra tô n , Fe llous y Dausset, 1970, 
e n con tra ron  que sueros o n t i-H L A  (correspond ientes hoy a e sp ec ific idod es  c o d if ic o -  
dos por los lo c i H L A -A  y  H LA -B ) matoban los esperm otozoides humanos de in d iv i -  • 
duos que pose fan la  e s p e c if ic id a d  HLA con tra  la  que iban d ir ig id o s  los sueros.
La té c n ic a  de d e te cc iô n  em pleado por estos au tores fue un ensayo de c ito to x ic id o d  
m ed iodo po r com plem ento y t in c iô n  po s te rio r de los esperm otozoides m uertos con 
o z u l tr ip a n .
Los esperm otozoides pe rne tecfan  a in d iv id u o s  de g e n o tip o  HLA c o n o c i­
d o . A l u t i l iz e r  d is tin ta s  com binacianes de dos sueros o n t i-H L A  d ir ig id o s  co n tra  dos 
an tfgenos HLA d ife ren tes  présentes en e l mismo in d iv id u o , observaron que oq ue llos  
com binoc iones que in c lu fo n  sueros d ir ig id o s  co n tra  dos an tfgenos correspondientes 
a d is tin to s  h a p lo tipo s  matoban môs esperm otozoides que cuando los sueros estobon 
d ir ig id o s  con tra  dos an tfgenos HLA présentes en e l mismo h a p io tip o . Yo que esta 
d ife re n c ia  fue  s ig n if ic o t iv o  ( p ^ 0 , 0 0 1 ) ,  estos au tores la  ju s tif ic o ro n  en fu n c iô n  
de que la  expres iôn de estos productos en los esperm otozoides se re o liz o b o  de 
uno monero h a p lo ïd e .
K erek e t a l . ,  1972, m ed ian te  ensayos s im ilares de c ito to x ic id a d  
sobre esperm otozoides humanos en presencia  de com p lem en to , con t in c iô n  poste rio r 
u t i l iz o n d o  o zu l tr ip a n  y eos ino , y m ediante experim entos de absorciôn con estos 
esperm otozoides con firm oron  los resultados ob ten idos por Fe llous y Dausset, demos- 
tra ndo  que la  c ito to x ic id a d  ha c ia  esperm otozoides y la  absorc iôn de sueros o n t i-H L A
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era e s p e c ifica  para a q ue llas  preparac iones de esperm otozoides p e rten ec ien tes  a 
in d iv id u o s  que presentaban la  e s p e c ific id a d  HLA con tra  la  que iba  d ir ig id o  e l 
suero. Estos au tores en co n tra ro n , ademas, que los sueros a n t i-H L A  no in m o v iliz o b a n  
los esperm otozo ides.
H a lim  e t a l . ,  1974, m ed ian te  té cn icas  de sim ple y dob le  f lu o re sce n c ia , 
d ire c ta  e in d ire c ta ,d e m o s tra ro n  la  presencia  de an tfgenos H L A -A  y H L A -B  en 
la  membrana de los esperm otozo ides, lo c a lizândo les  en una banda estrecha en 
p o s ic iô n  post-acrosom a l en la  cabeza de l e s p e rm a to ^ id e . M e d ia n te  la  u t i l iz a c io n  
de dos sueros a n t i-H L A  con jugados con fluo resce in o  o  rodom ina y  d ir ig id o s  con tra  
an tfgenos de los dos h a p lo tipo s  HLA de un in d iv id u o , estos autores encon tra ron  
dos p o b lac ion es  de esperm otozo ides, coda uno po rton do  la  e s p e c if ic id a d  HLA 
correspond ien te  a coda uno de los dos h a p lo tip o s . Posteriorm ente estos au tores c o n - 
firm o rfa n  sus resultados m ed ian te  m icroscop ia  e le c trô n ic a  (H a lim , A .  , Festenste in,
H . y M a ns ton , J . , resultados no p u b lica d o s ).
Y  mas ta rd e , A rn a iz  V ille n a  y Festenste in , 1976, y  Festenstein e t a l . ,  
1978, m ed ian te  té cn icas  de c ito to x ic id a d  m ediada por com plem ento demostraron 
la  e x is te n c ia  de dos pob lac ion es  de esperm otozo ides, coda una po rtondo los espe- 
c if ic id a d e s  H L A -A ,-B  correspondientes o un h a p io tip o  de los dos que présenta e l 
in d iv id u o . Estos au to res , e n co n tra ro n , ademas, que sueros o n t i-H L A -C  no matoban 
a p re c io b le m e n te  los esperm otozoides de in d iv id u o s  que pose fan la  e s p e c if ic id a d  
H L A -C  co rrespond ien te .
La exp res iôn  ha p lo id e  de los an tfgenos H L A -A  y  H L A -D  en la  membra­
na de los esperm otozoides puede u t i l iz e r  se para d e d u c lr e l g e n o tip o  HLA de un
in d iv id u o  sin necesîdad de estudios fa m iliè re s  (A rn a iz  V ille n a  y  Festenste in , 1976).
Fe llous e t a l . ,  1976, encuentran  que la  ^ ^ -m ic r o g lo b u l in a ,  p ro te in a  
asociada a las cadenas de H L A - A , - B , - C ,  esté présente en la  membrane de los 
esperm otozoides humanos y que se lo c a liz e  en p o s ic iô n  po st-acrosom a l, c o în c id ie n -  
do  con la  lo c a liz a c iô n  descri ta  pa ra  los an tfgenos H L A -A  y H L A -B , ademôs de
en otros puntos de la  su p e rfic ie  de l esperm otozoi de.
Low y  Bodmer, 1978, por e l c o n tra r io  m ed ian te  e l em pleo de dos en­
sayos d ife re n te s , técn icas  de m ic ro in m o v iliz a c iô n  y m ic ro a g lu tin a c iô n  de esperm a-
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to zo id e s , y  técn icas  de in h ib ic iô n  con esperm otozoides o plasma sem ina l, no han 
d e te c ta d o  la  presencia  de an tfgenos H L A -A ,-B  en la  su p e rfic ie  de los e sperm ato­
zoïdes n i en plasma sem ina l. Sin em bargo, encuentran  que ^ ^ -m ic ro g lo b u lin a  
pa rece ser e l p r in c ip a l com ponente (0 ,021  m g /m l) de l plasma sem ina l. La presen­
c ia  de esta p ro te in a  en la  su p e rfic ie  de los esperm otozoides parece ser d e b id a , 
en su m ayor p a rte , a absorc iôn de la  e x is ta n te  en plasma sem ina l.
La presencia  de an tfgenos H L A -A , -  B , -C ,  ho sido inves tig ada  por 
d ife re n te s  té cn ica s  d ire c tes  o  in d ire c te s  con d is tin ta  se n s ib ilid a d , lo  que e x p lic a  
en c ie r to  modo la  d isc re pan c ia  de los resultados encontrados por a lgunos grupos.
Los experim entos de c ito to x ic id a d  d ire c te  m ediada por com plem ento 
sobre esperm otozoides u t i l iz o n d o  t in c iô n  e s p e c ifica  para d is tin g u ir  los e spermato­
zoïdes v ivos  de los m uertos (Festenste in e l a l . ,  1978), parecen mas apropiados 
que las té cn icas  de m ic ro in m o v iliz a c iô n  y  m ic ro a g lu tin a c iô n  de esperm otozoides 
(Low  y  Bodmer, 1978), para d e te c to r la  presencia  de an tfgenos HLA en la  
membrane de los esperm otozoides. Esta u lt im o  té cn ica  présenta el prob lem a de 
que p a rte  con un fondo  de un 50%  de esperm otozoides o g lu tin a d o s  o in m ô v ile s .
Por o tro  lo d o , la  p resencia  de otras c é lu la s  d is tin tas  de los e sperma­
tozo ïdes en las p reparac iones u tî liz a d a s  para absorber antisueros o n t i-H L A -A  y 
a n t i-H L A -B  pu d ie ra  ser responsable de la  absorc iôn  de la  mayor p a rte  de la  
a c t iv id a d  présente en estos sueros; la  ca n tid a d  de an tfgenos H L A -A  y H LA -B  
en esperm otozoides puede haberse sobreestim odo por e l em pleo  de estas p repo ra -
B) PRODUCTOS DE LA  R E G IO N  H L A -D /D R  E N  ESPERMATOZOlDES
H om m erling e t a l . ,  1975, m ed ian te  técn icas  de c ito to x ic id a d  d ire c ta
y absorc iones, u t i l iz a n d o  sueros m u ltie sp e c ffico s  d ir ig id o s  con tra  todos los a n tfg e -
k  snos asociados con la  re g iôn  I o I (é qu iva le n tes  a  la  reg iôn  H L A -D /D R  en el 
hom bre) han de tec tad o  la  presencia  de estos an tfgenos en la  su p e rfic ie  de los 
esperm otozoides de ra tôn .
Estos hechos ju n to  con e l encon trado  por Lev is e t a l . ,  1975, 1976,
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de que preparac iones de esperm otozoides humanos estim u laban  a l in fo c ito s  
o log én ico s  en c u lt iv o  m ix to , p lo n teo ron  la  p o s ib ilid o d  de que productos de la 
re g iô n  H L A -D /D R  estu v ie run  présentes en la  su p e rfic ie  de los esperm otozo ides.
Y a que la  exp resiôn  en esperm otozoides de los p roductos  de l Sistema HLA po rec fo  
re a liza rse  de una monero Ix ip lo id e , se pensô en que  los esperm otozoi des pud ie ra n  
u t iliz a rs e  com o cé l u los hom ocigo tos de t ip a je  en c u lt iv a  m ix to ; coda In d iv id u o  
p ro p o rc io n a rfa  dos pob lac ion es  de esperm otozoides, correspondientes coda uno 
a un h a p io tip o  d ife re n te , sa lvando as f e l grave p rob lem a p la n te a d o  po r la  escasez; 
y  d if ic u lta d  de ob tenciôn>  de c é lu la s  hom ocigo tos de t ip a je ,  HTC .
En este sen tido , H a lim  y  Festenste in , *1975; Festenstein e t a l . , 1977; 
Festenstein y  H a lim , 1978, u t i l iz a n d o  esperm otozoides frescos y H a lim  e t a l . ,  
1979, u t i l iz a n d o  esperm otozoides conge lodos, p u r if ic o ro n  las p o b lac ion es  de esper- 
m a tozo ides correspondientes a coda h a p io t ip o  HLA y  las u t i l iz a ro n  com o e s tim u lo - 
doros de l c u lt iv o  m ix to .
La seporociôn de las pob lac ion es  de esperm otozoides la  re a liza ro n . me­
d ia n te  e l tra ta m ie n to  p re v io  de la  suspensiôn de esperm otozoides to ta le s  con un 
o n tisue ro  a n t i-H L A  d ir ig id o  con tra  una de las e sp e c ific id o d e s  H L A -A  o  H L A -B  
de las dos que posee e l in d iv id u o ,y  com p lem en to . Posteriorm ente e lim in a ro n  los . 
esperm otozoides m uertos posa ndo la  suspensiôn po r uno co lum na de n y lo n .
U t il iz a n d o  estas p reparac iones estos au tores han pre sen to d o  pruebas a 
fa vo r de la  exp res iôn  ha p lo id e  de productos H L A -D  en la  s u p e rfic ie  de los e sper­
m atozoïdes y  de su u t i l iz o c iô n  com o c é lu la s  hom ocigo tos de t ip a je .
Law y Bodmer, 1978, en fu n c iô n  de sus resu ltados de sero log fo  sobre 
esperm otozoides u t i l iz a n d o  sueros a n ti-H L A -D R , p lo n te o ro n  la  p o s ib ilid o d  de que 
las es tim u lac iones  encontradas po r estos au to res, seMolodos a n te r io r m en te , se 
deb ie ron  a la  p resenc ia  de otras c é lu la s  d is tin tos  de los esperm otozo ides, que c o n - 
tom ino ron  las p reparac iones de esperm otozo ides. A unque  la  suposic iôn de estos 
au tores no posee n ing ûn  soporte exp e rim e n ta l hoy que seMalor, sin em bargo, que 
M isko  e t a l . ,  1978, han presentado pruebas de que c é lu la s  présentes en e l semen 
de in d iv id u o s  vosectom izodos, donde no  hoy esperm otozo ides, son capaces de
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es tim u la r en c u lt iv o  m ix to  a  l in fo c ito s  de in d iv id u o s  o lo g e n ico s .
R ecien tem ente Lev is  y  D a ttn e r , l9 7 9 , lia n  observado que la lu z  u ltro v io le ta  
a fe c to  de un modo d ife re n te  a  los dé term inantes que estim u lon  a los l in fo c ito s  a lo -  
génicos en c u lt iv o  m ix to  présentes en esperm otozoides que o les présentes en l in fo ­
c ito s .
Por o tro  lo d o , estas mismos au tores han encon trado  que l in fo c ito s  sensi­
b iliz o d o s  en c u lt iv o  m ix to  con esperm otozoides, no responden en c u lt iv o  secundario  
o esos mismos esperm otozo ides. A unq ue , oporentem ente sf muestron uno respuesta 
de t ip o  secundario  cuando la  re es tim u la c iô n  se re a liz e  con los l in fo c ito s  de l mismo 
in d iv id u o  donante  de los esperm otozo ides.
Los resultados ace rco  de la  p resencia  de an tfgenos HLA-D R  en los 
esperm otozoides humanos pa recen in d ic o r  que estas m o lécu les no se expreson en 
la  su p e rfic ie  de estas c é lu la s .
Dausset e t a l . ,  1980, m ed ian te  e l em pleo  de an ticue rp os  m onoclonoles
o n ti-H L A -D R  y  Tossi (F e rra ra , 1980) m ed ian te  té cn icas  de "b in d in g "  u t i l iz a n d o
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an ticue rp os  o n ti-H L A -D R  marcados con I no han d e te c ta d o  an tfgenos H LA -D R  
en lo  s u p e rfic ie  de los esperm otozoides.
Los resultados p re lim in o re s  de Festenstein e t a l . ,  1980, in d ica n d o  que 
la  a c t iv id a d  a n ti-H L A -D R  puede e lim in a rse  cuando se re a liz a n  absorciones con 
esperm otozoides en proporc iones superiores a 17x10^ c é lu la s /  ^1 de suero, pa re ­
cen poder e xp lica rse  por absorc iôn  in e s p e c if ic o , d ilu c iô n  o deb ida  a la  p resencia  
de cé lu la s  con tam inantes présentes en sus p reparac iones , y que para esas c a n tid a ­
des co n s titu ir fa n  un num éro o p re c io b le .
Los es titn u lac ion es  o rig inad as  en e l c u lt iv o  m ix to  de lin fo c ito s  parecen 
responder a l re co n o c im ie n to  de d ife re n te s  o loa n tfg eno s  co d if ico d o s  por la  re g iôn  
H L A -D /D R  de l Sistema H L A , por otros regiones de l Sistema HLA e inc luso  fue ra  
de l Sistema H LA . Este he cho , y  e l que no  se de te c te n  an tfgenos H LA-DR  en 
esperm otozoides y las d ife re n c ia s  en tre  los resultados de l grupo de Festenstein y 
de l g rupo de Levis en cua n to  a la  m agn itud  de las respuestas de l c u lt iv o  m ix to  
esp e rm a to zo id e s -lin fo c ito s   ^ y  otros ospectos exp érim e n ta le s , p lan tean  la  p o s ib ilid o d
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de que b ien  otros sistemas de a loa n tfg eno s  d ife ren tes  de los H L A -D  y /u  otros 
po b lac ion es  ce lu la re s  sean los responsables d ire c to s  de estas es tim u lac ion es .
C) A C T IV A C IO N  DE GENES L IG A D O S  A L  SISTEMA H -2  DURANTE LA  ESPERMA- 
TO G E N E S IS .
La exp res iôn de productos en la  su p e rfic ie  de los esperm otozoides de 
ra tôn  co d if ico d o s  por e l fragm ente  p rôx im o  a la  reg iôn  donde se en cuen tro  lo c a l i -  
zodo e l Sistema H -2  p lo n te ô  la  p o s ib ilid o d  de que esta fue ra  una re g iôn  que de 
o lg u n  modo se o c t iv o ro  durante la  es j^rm o togenes is .
El e s tu d io  de la  exp res iôn de de term inados an tfgenos c o d if ico d o s  d e n tro  
de este fragm ente  de cromosomo duran te  la  espermatogenesis en e l ra tôn  ha re ve la d o  
que los genes ligados a la  re g iô n  H -2  no se expreson sim ultôneam ente en los e sper­
m atozoïdes: los an tfgenos H -2 K ,y H - 2 D  e la  que estôn expresados oporen tem ente  
de un modo coo rd ino do  en los esperm otozoides mopeon o ambos lodos de l locus S s,S lp 
cuyos productos no  aparecen en los esperm otozoides. A sim ism o, los an tfgenos Tlo no  
se expreson en esperm otozoides de ra tôn  y la  isoenzim o cb fo s fog iice rok ino so , esp ec f- 
f ic o  de esperm otozo ides, P gk-2 aparece  en un e s ta d io  poste rio r o l que los hocen 
los an tfgenos H -2 K , H -2 D  e la (E rickson , 1977).
La expresiôn de productos c o d if ico d o s  por genes ligados a l C om p le jo  
P rin c ip a l de H is to co m p a tib ilid a d  en e l hombre (Sistema H LA) no ho sido inves tig ada .
D) SISTEMA HLA Y  FERTILIDAD.
Se conoce la  e x is te n c ia  en a lgunos p lan tas  de sistemas de re c o n o c im ie n to , 
S istem a S , en tre  gometos que e v ito n  la  p o s ib ilid o d  de la  a u to fecu nda c iôn  (Brewbaker 
y G  o rre z , 1967; Brondham y O w en s , 1978). Para que se p roduzca la fecu nda c iô n  
los a le lo s  de ambos gometos para este sistema han de ser d ife ren tes  (in co m p a tib le s ).
Las co lon ies  de tun icados son clones sesiles de in d iv id u o s  gené ticom en te  
id é n tico s  que se o r ig in o n  o p a r t ir  de una solo la rva  de v ida  m ô v il.  Aunque son 
hem afrod itas , no pueden fe r t i l iz e r  sus prop ios hue vos. Estudios re a liza d o s  en uno
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de estas especies de tun icados , Bo t ry l lus p rim igenus, han mostrado que poseen un 
sistema p r im it iv e  de h is to c o m p a tib ilid a d , co n s titu id o  por m u ltip le s  a le lo s  co d if ico d o s  
po r oporen tem ente un so lo  locus , F, La fusion de los in d iv id u o s  de dos co lo n ie s  
d ife ren tes  requ ie re  la  id e n tid a d  de a l menos de uno de los dos a le lo s  F.
A  n iv e l de fe r t i l iz o c iô n ,  sin em bargo, estos a le lo s  F in te rv ie n e n  de 
una monero com pletam ente d ife re n te . Solo esperm otozoides d ife ren tes  para e l locus F 
pueden fe r t i l iz a r  e l hu evo , ya que so lo  éstos, pueden otrovesor los capas de c é lu ­
las d ip lo îd e s  que rodeon e l huevo du ran te  la  fe r t i l iz o c iô n .  Los esperm otozoides s in - 
gén icos np pueden fe r t i l iz a r  y este he cho  e x p lic a  que las co lo n ia s  hem afrod itas 
sean es té riles  (S im onsen, 1976).
Este fenôm eno en fe r t i l iz o c iô n  puede haber fa vo re c id o  m utaciones ase- 
gurando un locus a lta m en te  p o lim o rf ic o .
La pos te rio r e vo iu c iô n  de este sistema p r im it iv e  ha c ia  los sistemas de 
h is to c o m p a tib ilid a d  qué presenton los m am ife ros  puede haber tro nscu rrido  m ed ian te  
etopos de d u p lic a c iô n  g é n ic a , m u tac iones, sobrecruzom ientos desiguales y s e le cc iô n , 
todo  e l lo  en a n a lo g fo con e l d e sa rro llo  supuesto para las inm u nog lobu lin as .
La ve n ta ja  de los he te ro c ig o to s  para e l C om p le jo  P rin c ip a l de H is tocom ­
p a t ib il id a d  se seMolô en e l ap a rto do  re fe re n te  a la  fu n c iô n  b io lô g ic a  de l Sistema H LA .
Las Ifneas congénicas de ro tones, hom ocigo tos para e l Sistema H -2 , 
se o r ig in a ro n  en e l la b o ra to rio  m ed ian te  cruces con tinuados de in d iv id u o s  con songuineos. 
Estos ro tones, sin em bargo, poseen uno cop oc idod  re p rod uc to ro  muy d ism in u ido  com po- 
rodo con la  de los ro tones so lvo jes . El m a n ten im ien to  de la  Ifnea  con g é n ica  depen­
de de l a is la m ie n to  en e l la b o ra to r io  de estos In d iv id u o s .
En B o try llus  p rim igenus, esta especie de tun icados com entodo o n te r io r -  
m en te , b a jo  de term inadas con d ic ione s  exp érim e n ta le s  (tra ta m ie n to  e n z im o tic o ) se 
puede conseguir que esperm otozoides s ingénicos o trov iesen  la copo de cé lu la s  d ip lo i -  
des que rodeon e l hu evo . Estos esperm otozoides uno vez atrovesoda la  copo c e lu la r  
son capaces de fe r t i l iz a r  el huevo de un modo id é n tic o  o l que lo  ho rfo  un e sperma­
to zo ïd e  o lo g é n ic o .
En e l hom bre , aunque en a lgu no  p o b la c iô n  na tu ra l o is lod o  parece e x is ­
t i r  uno se lecc iôn  n e g o tivo  h a c ia  los hom ocigotos para e l Sistema H LA , Dausset, 1978,
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no se ho en con trado  un aum ento s ig n if ic o t iv o  d e l num éro de he te ro c ig o to s  en la  
descendencio  de in d iv id u o s  con songuineos.
La in f lu e n c ia  de la  m ayor o  menor c o m p a tib ilid a d  H L A -A ,-B  e n tre  e l 
hombre y  la  m u je r y  la  fe r t i l id a d ,  estim ado en fu n c iô n  de l numéro de h ijo s , ha 
sido investigada  por M i t ta l ,  1975, no encon trond o  n ing uno  re lo c iô n  e n tre  m ayor 
o menor c o m p a tib ilid a d , o  la  p resencia  de an ticue rp os  lin fo c it ic o s ,  y  e l num éro 
de h ijo s  en 67 fa m ilie s  estud iados. Las fa m ilie s  em pleadas por M it ta l  fue ron  s e le c - 
cionddas de monero que tu v ie ra n  uno o mos h ijo s . Q u e d a , por to n to , por d e te rm i­
ner e l papel de estos an tfgenos en e l caso de po re  jos in fe r t i le s  o con fe r t i l id a d  
d ism in u ido .
Johansen y  Festenste in , 1974, han e n co n tra d o  un aum ento  s ig n if ic o t iv o  
de l numéro de varones en la  descendencio  de m ujeres p rim ipa res  que habfan 
désarro i lodo  an ticue rp os  a n t i-H L A . Este aum ento era més cons ide rab le  cuando los 
an ticue rp os  a n t i-H L A  eron  m onoespecificos.
La p resencia  de an tfgenos H LA , seguram ente de una m onero h a p lo id e , 
en la  su p e rfic ie  de los esperm otozoides p lo n te o  la  p o s ib ilid o d  de que deseunpeMen 
un pape l en fe r t i l iz o c iô n .
M A T E R I A L E S M E T O D O S
M A T E R I A L E S  Y  S U  O B T E N C I O N
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l . - M ED I OS  DE C U L T IV O , T A M P Q N E S Y  REACT I V O  S M E N C  IO N A  D O S EN EJ. 
TEXTO .
A n t ib io t ic o s
Para la  p repa rac ion  d e l a n t ib io f ic o ,  m ezc la r;
1 v ia l de C loxam p 500 mg (Ben ca rd , Fcdo. por Becham, SA, E spa Ma) 
I v ia l de G e v ra m yc în a , 80 mg (S ob ering , C o , U S A ), y 
18 ml de agua desH lada e s fe r il.
Se re p a rt io  en a lic u o ta s  de 1 ml en co n d ic ione s  e s té riles  y se 
con ge lô  a -8 0 -C .  1 ml de esta so luc io n  de a n t ib io t ic o  se aM adiô a coda 100 ml 
de m ed io  de c u l t i v o .
La con cen trac ion  de a n t ib io t ic o  f in a l en e l m edio es:
G e n ta m ic in a  40  jjq /m l
A m p ic il in a  125 y iyg /m l
C lo x a c il in a  125 ^ g  /m l
M e d io  Hanks
Preparado a p a r t ir  de la  so luc io n : ( lO x ) Hanks Balanced Salt 
S o lu tion  (m od ified ) (F low  Laborato r ie s , U . K . ) .
pH  : 7 ,2 - 7 ,4  (a ju s tado  con C O ^  H N a  7 ,5 % )
Con a n t ib io t ic o .
M e d io  199
Preparado a p a r t ir  de la  so luc ion : ( lO x) M ed ium  199 (m od ified )
w ith  H anks 'S a lts  (Flovr La bora to rie s, U . K . )
pH  : 7 ,2 - 7 ,4  (a jus tado  con C O ^ H N o  7 ,5 % )
Con a n t ib io t ic o .
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Suero de te rne ra  fe ta l
Foeta l Bovine Serum (F low  Lab ora to r ie s , U . K . )
Descom plem entodo por ca le n ta m ie n to  du ran te  30 m in a 562C .
Se com probo que no fue ra  c ito to x ic o  sobre l in fo c ito s  to ta le s , o 
l in fo c ito s  B en ensayo  standard de m ic ro lin fo c ito to x ic id a d  en presencia  o ausenc ia  
de com plem ento.
Se le  oMadio a n t ib io t ic o  a la  con ce n tra c io n  seMalada para otros
medios.
M e d io  de C onge l a c ion
M e d io  199 sup lem entado con 4 0 %  de suero de te rnera  fe ta l.
Suero AB Rh p o s it iv e  (de in d iv id u o s  AB Rh^ )
Suero huma no AB  Rhi*" o b te n id o  a  p a r t ir  de plasma AB  Rh'*' r e c a lc i-  
f ic a d o  con C IgC a IM  y  (le s fib rin o d o  posterio rm en te  (1 ). Descom plem entodo por 
ca le n ta m ie n to  a 5 6 -C  du ran te  30 m in .
Se com probo su no c ito to x ic id o d  fre n te  a lin fo c ito s  to ta le s , l in fo c i ­
tos B y  espermatozoïdes en presencia  y  ausencia  de com plem ento.
Se le  a flo d io  a n t ib io t ic o  a lo  con cen trac ion  seMolodo para otros
m edios.
PBS
Phosphate B uffered S a lin e , pH  : 7 ,2  
C on ce n tra c io n  ( xlOOO ml )
C l N o  80  g
C IK  2 g
P O ^ H N o j 1 1 ,5  g 
P O ^ H jK  2  g
(1) La d e s fib rin a c io n  se re a liz o  en un m atraz con 4 0 -5 0  perlas de v id r io  en una 
p la ça  de a g ita c iô n  durante una hora a tem pera tura  am b ien te .
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C om plem ento de con e jo
Se bon u t il iz o d o  dos fuentes de com plem ento de co n e jo .
1 . -  P reparado com erc ia l l io f i l iz o d o  de l In s t itu te  Behring (W . G erm any) que 
p rev iam en te  se habfa com probado no mostrobo c ito to x ic id o d  con tra  
l in fo c ito s  to ta le s , l in fo c ito s  B o e sperm atozoïdes.
2 . -  O cas io na lm e n te  y  sobre tod o  en los experim entos de c ito to x ic id o d  sobre 
espermotozoideSyse u t i l iz e  suero de con e jo  ob te n id o  por pu nc ion  en la  
verra m arg ina l de la  o re jo  de conejos de raza neoze lande sa b la n ca .
Com o en e l case .a n te r io r  se com probo la  ausencia  de a c t iv id a d  c i to tô x i-  
ca tre n te  a  l in fo c ito s  to ta le s , l in fo c ito s  B o esperm atozoides.
Esta segundo fuente  de com plem ento se se Mole en e l te x te  como "c o m p le ­
m ento de c o n e jo " s im plem ente.
M e d io  de cu lt iv e
M edium  RPMI 1640 (pH  : 7 ,2  a jus tado con C O ^ H N a ) (F low  Labo­
ra to rie s , U . K . )  sup lem entado con 20%  de suero AB  Rh"*" L -G lu ta m in a  (2m M ) y 
a n t ib io t ic o  a la  co n cen trac ion  se Malade para otros m edios.
L fq u id o  de c e n te lle o
Compuesto por T o luene , PPO, POPOP (1000 m l, 4 g , 50mg ),
PPO: 2 , 5 -d ife n ilo x o z o l (S igma C hem ica l C om pany, USA)
POPOP: 1,4 -b is -2 - (5 - fe n ilo x a z o li l) -b e n c e n o  (Sigma C hem ica l C om pany, USA)
A n tisu e ro  A n t i-F a c to r  B
Sheep A n ti-h u n ra n  Factor B (Immunos t ic ,  Seward Labora to ries , U.K . )
Este an tisuero  es e s p e c if ic o  o n t i- fo c to r  B, no re occ iona  con n inguna  
o tro  p ro te in a  p losm ética  como pudimos com probor m ed ian te  inm unoe lec tro fo res is  de 
un "p o o l"  de sueros humanos frescos, donde dabo un solo o rco  de p re c ip ita c iô n .
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2 . -  O B T E N C IO N  DE L IN F O C IT O S  TOTALES
Los lin fo c ito s  se ob tu v ie ro n  o p a rt ir  de sangre p e r ifé r ic a  d e s fib rin a d a . 
La sangre se e x tra jo  a l v a c io  m ed ian te  e l Sistema V e n o je t (Terumo, Tokyo) u t i l iz o n d o  
tubos de v id r io  prov is tos de 4 0 -5 0  pe rlas de p o lie s tire n o  de 1 ,5  mm. de d iom e tro .
La d e s fib rin a c io n  se re a liz ô  m ed ian te  a g ita c iô n  ro ta to r ia  h o rizo n ta l du ran te  10 -15  m in ., 
con lo  que se consigue re tener e l cua g u lo  de f ib r in a  o lre ded o r de las pe rlas . Después 
de separar e l coa g u lo  lo  sangre se d ilu y ô  1 /2  con M e d io  Hanks .
El a is la m ie n to  de los l in fo c ito s  de l resto de las cé lu lcs  sangumeas 
se re a liz ô  m ed ian te  un g rod ien te  de densidod . 4 m l de la  sangre d ilu id a  se c o lo c a - 
ron sobre 3 ml de una so luc ion  de F ic o ll- ls o p o q u e  (d: 1 ,0 77 ) (Lym phoprep) (N /e g o o rd  
&  C o . O s lo ) p rocurando que no  se m ezc lo ron  las fases y se c e n tr ifu g é  a 600g durante 
40  m in . en una ce n trffu g o  S o rv a ll-G L C -2 . Los lin fo c ito s  se re cog ie ron  de la  in te rfose  y 
después de la va r lo s trè s  veces con M e d io  Hanks (10 m l; 10 m in . ;  400g) se resuspen- 
d ie ron  en un m ed io  op rop io do  y a una co n ce n tra c io n  con ven ien te  segun se fue ran a 
u t i l iz e r  poster io rm en te . El re n d im ie n to  de la  op e rac iô n  osc ila  o lre d e d o r de 1x10^ 
lin fo c ito s /m l de sangre de p a rtid a . Para e l con ta )e  de los lin fo c ito s  se u t i l iz ô  una 
camora de N eubaue r en un m ic ro scop io  de con traste  de fase.
3 . -  O B T E N C IO N  DE L IN F O C IT O S  B
La separaciôn de las pob lac ion es  de lin fo c ito s  B y T se re a liz ô  
segun e l m étodo de G u tie rre z  e t a l .  (1979) con lige ras  m o d ifica c io n e s . En resumen, 
la separaciôn se basa en las d ife re n c ia s  ex is tan tes  en tre  las densidades de las d is ­
tin ta s  pob lac iones  lin fo c ito r ia s  y  consiste en una ce n tr ifu g a c iô n  en un g rod ien te  
d isco n tin u e  de densidod . Para la  p repa rac iôn  de l g rod ien te  se u t i l iz a  un co lo id e  
de S ilic e  a lte ra d o  por P oil v in  i lp ir r o l id o n a ,  in e r te , com erc ia l izado  com o P erco ll 
(d: 1 ,1 30) (Pharm acia Fine C h em ica ls , U psala , S uecia ).
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P reparaciôn de l g ro d ie n te :
S o luc ion  base: 9m l de la  so luc iô n  de P erco ll 4 * Im l de M e d io  199
(lO x ) sin C O g H N a .
A  p a r t ir  de esta so luc iôn  base por d ilu c iô n  con M e d io  199 se p re p o -
S otuciôn 70 %  
S o luc iôn  60%  
S o luc iôn  50%  
S o luc iôn  40 %  
S o luc iôn  30%
7 m l. so luc iô n  base 4 3 m l M e d io  199
6  m l. so luc iô n  base-44m l M e d io  199
5  m l. so luc iôn  b a s e 4 5 m l M e d io  199 
4 m l. so luc iôn  base 4 6 m l M e d io  199
3 m l. so luc iô n  base 4 7 m l M e d io  199
Los lin fo c ito s  to ta le s , ob ten idos segun se ind icô^se  resuspendieron 
en 1m l. de la  S o luc iôn  ba se . Sobre esta fase se co loca ron  sucesivam ente 2m l de
la  S o luc iôn  7 0 % , 2m l de la  S o luc iôn  60 % , 4m l de la  S o luc iôn  5 0 % , 2m l de la
S o luc iôn  4 0 %  y 1ml de la  S o luc iôn  3 0 % , p rocurando que no se m ezc lo ron  las
fases en tre  s f. Para la  fo rm ac iôn  de l g ro d ie n te  se u t il iz a ro n  tubos de 12ml
Una ve z  con s ti tu id o  e l g ro d ien te  se c e n tr ifu g ô  a 1 .6 0 0  g du ran te
10 m in . en una c e n tr ifu g ô  S o rv o ll-  G L C -2 . Los lin fo c ito s  B se re cog ie ron  de la
in te rfose  5 0 % -4 0 %  y  se la va ro n  dos veces en M e d io  Honks sup lem entado con 40%













4 . -  C O N G E L A C IO N  CE LINFO CITO S
ITub itua lm enIe  los l in fo c ito s  to ta le s  una vez a is lados y lavodos, 
se d iv id ie ro n  en a lic u o ta s  co n ten ien do  1 -3 x 1 0 ^  c é lu lo s  y  se con ge le r o n , m o n ten ié n - 
dose en fase gaseosa de N ^  liq u id e  Itasta e l m om ento de su u t i l iz o c iô n .
El proceso de co n g e lo c iô n  se re a liz ô  de la  s igu ie n te  manera;
Los lin fo c ito s  to ta le s , ob ten idos  to i com o se in d ic é  a n te r io r  men te ,  
se resuspendieron en M e d io  de C o n g e lo c io n  a  urra co n ce n tra c io n  de 6 -1 8 x 1 0 ^  
c é lu lo s /m l,  segun e l coso, m anten iéndose la  suspension a 4 -C  du ron te  10 -20  m in .
Sobre esta suspension se a fto d iô  g o to  o g o to , con a g ita c iô n  suave y  
constante  y  a 4 - C ,  id é n tic o  vo lum en de M e d io  de C o n g e lo c iô n  con 20 %  de 
DM  SO (D im e th y l S u lfox ide  (D M S Q ) g rado 1, S igma C he m ica l C om pany, U S A). La 
suspension ré su ltan te  se re p a rt iô  rôp idom ente  en a lic u o ta s  de 300 en tubos de 
p lô s t ic o  t ip o  Beckman y los tubos se sum ergieron inm e d io to m en te  en un boHo de 
m etono l e n fr ia d o  p rev iam e n te  a 4 2 C . La tem pera tu ra  se  d ism inuyô después p ro g re - 
s ivam ente en I^ C /m in  (1 ). A  una tem pera tura  e n tre  -4 0 -C  y  -SO ^C se so coron 
los tubos y  se in tro d u je ro n  en N ^  lfq u id o . Después de lo  cu o l se con server on en 
fase gaseosa de N ^  lfq u id o  en contenedores LR -40 (U n io n  C a rb id e , U . K . )  hosto 
e l m om ento de su u t i l iz o c iô n .
Para la  d e sconge lac iôn , los tubos co n te n ie n d o  los c é lu lo s  c o n g e la - 
das se sacaron de l N ^  y se in tro d u je ro n  rô p idom ente  en un boMo de ogua o 3 7 -C  
sin de jo r que se desconge loron de l to d o . Con ayu da  de uno p ipe  to  Pasteur se 
traspasô e l co n te n id o  a tubos de 10ml y se oM adiô 1 m l de M e d io  de C o n g e lo c iô n  
go to  a go to  con suave a g ita c iô n  con s tan te . Se co m p le tô  e l volum en de l tubo  con 
M e d io  de C o n g e lo c iô n  y se m antuvo 10 m in ô  tem pera tu ra  am b ien te .
Las c é lu lo s  descongeladas se la va ro n  dos veces con M e d io  199 
(10m l; 10min; 400g) an tes de su u t i l iz o c iô n .
La v ia b il id a d  y num éro de las c é lu lo s  descongeladas se estim ô por 
observac iôn  en un m ic ro scop io  p ro v is to  de con tras te  de fase en una côm ara de 
N e u b a u e r. El re n d im ie n to  de la  co n g e lo c iô n  o s c ilô  o lre ded o r del 80 % .
(1) Esta operac iôn  se re a liz ô  en una côm ara de co n g e lo c iô n  M u lt i-C o o l (FTS Sys­
tems, U S A ).
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5 . -  SEMEN
Los muestras de semen 2 -4 m l,  donadas por vo lu n ta rio s  sanos de 
edodes com prendidas e n tre  2 1 -3 5  oflos de edod ,p rev iom ente  tipodos para los lo c i 
H L A - A , - B , - C , - B w 4 ,  Bw6 , - D R  y - D ,  se re cog ie ron  en tubos e s te rile s  de 30ml 
( t ip o  un ive rsa l) y  Fueron llevod os  o l la b o ro to r io  en e l p la z o  de 1 - 2  boras a p a r t ir  
de l momento de su o b te n c iô n .
A ) O B T E N C IO N  DE PLASM A S E M IN A L
El semen se c e n tr ifu g ô  a 1 .6 00  g durante 30 m in en una ce n tr ifu g ô  
re frige rodo  a 4 - C .  El sobrenodante, plasma sem in a l, se re co g io  con oyudo de una 
p ip e  to  Pdsteur, se a l ic u o tô  en pequeAos volum enes y después de c o n g e la r lo  en N ^  
lfq u id o  se conservé a -BO ^C  hosto e l m om ento de su u t i l iz o c iô n .
B) O B T E N C IO N  DE CELULAS SEM INALES TOTALES
El semen se d ilu y ô  con 30m l de PBS (pH  7 ,2 - 7 ,4 )  y se ce n tr ig u fô  
o 400g durante  25  m in  o tem peratura a m b ie n te . El sed im ento se resuspendiô en M e d io  
1 9 9 4  5%  suero AB R h ^  y  se c e n tr ifu g ô  du ran te  otros 25 m in a 4 0 0 g . El sed im ento 
co n ten ien do  las c é lu lo s  sém inales to ta le s  se resuspendiô en 2 -4 m l de M e d io  1 9 9 4  5%  
suero AB R h^y  se m antuvo duran te  10 -15  m in  en un boMo de ogua a 3 7 -C  para 
p e rm itir  la  recupe roc iôn  de los esperm atozoides.
La p repa rac iôn  o b ten ido  de este m odo, 2 -4 x 1 0 ^  espe rm a tozo id es , 
con ten fo  10% -20%  esperm atozoides inm ô v iles  y  e n tre  1 -5 % , depend iendo de los in ­
d iv id u o s , de cé lu lo s  sém inales no esperm atozoides (C . S. no E .)  en su mayor po rte  
c é lu lo s  e p ita lia le s  de descam aciôn de los v ios  u rin o rio s .
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C) O B T E N C IO N  ESPERMATOZOIDES PUROS
Para la  p u r if ic a c iô n  de esperm atozaides se han u l i l iz a d o  dos m é to - 
dos s im ilo res , ombos basodos en e l mismo hecho: la  m o v ilid a d  de los e sp e rm a to zo id e s .
M é to d o  1
El semen d ilu id o  con 30m l de PBS (pH  7 ,2 - 7 ,4 )  se c e n tr ig u fô  a 
400g du ran te  25 m in  a tem pera tura  a m b ie n te . El sed im ento co n te n ie n d o  esperm atozo ides 
v ivos  y  m uertos y  otros c é lu lo s  sém inales se resuspendiô en  M e d io  199-4*5% suero 
AB Rh'*' Después de m ontener la  suspensiôn du ran te  10 m in  a 3 7 -C  se d iv id iô  en 
m u lt ip le s  a lic u o ta s , h o b itu o lm e n te  co n te n ie n d o  2 -3 m l, que se c e n tr lfu g o ro n  de nuevo 
en una c e n tr ifu g e  W ifu g  a 2 .5 0 0 g  du ran te  1 m in . Una ve z  ce n tr ifu g o d o s  y  p rocu ra ndo  
no rem over e l sed im ento , los tubos se m an tuv ie ron  a l menos 20  m in  en un boMo de 
ogua a 3 7 -C  sin a g ita c iô n .
En estas con d ic io n e s  los esperm atozoides m ô v ile s  son copoces de 
obondonor e l sed im ento y ascender por é l sobrenodante. Los esperm atozo ides inm ô v iles  
y  otros cé lu lo s  sém ina les, sin em bargo, quedan re ten ida s  en e l sed im ento .
Tronscurridos los 20 m in se re cog ie ron  todos los sobrenodantes en un 
tub o  de 30 ml ( l ip o  u n ive rsa l) y  se c e n tr ig u fô  a  400g du ran te  20 m in  a tem pera tura  
am b ien te  (1 ). El sed im ento se resuspendiô en 2 -4 m l de M e d io  199 +  5%  suero AB Rh"*" 
y se p e rm it iô  re cupero r o  los esperm atozo ides p o r o l menos 10 m in  en un boMo de 
ogua a 3 7 -C . Esta suspensiôn co n tie n e  h a b itu o lm e n te  mas de 10^ esperm atozo ides 
m ô v ile s , sin co n to m in a c iô n  de esperm atozo ides in iiiô v ile s  o  m uertos o  de o tros c é lu -  
las sém inales.
( I )  O cas io na lm e n te  se re a liz ô  esta c e n tr ifu g a c iô n  a  42C  en una c e n tr ifu g a  r e f r i -  
ge rada . Este tra ta m ie n to  f r io  no a fe c ta  la  v ia b il id a d  de los esperm atozo ides, 
solo d ism inuye su m o v ilid a d  m om entôneam ente, y perm ite  ob tene r o lre ded o r 
de un 30%  môs de esperm atozoides en unas con d ic ione s  de c e n tr ifu g a c iô n  
a lg o  môs suaves (400g; 10 m in ).
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M é to d o  2
El semen sin d i lu ir  se d iv id iô  en volum enes con ten ien do  0 , 5 - l in l  
coda uno eh tubos de 30 m l ( t ip o  u n iv e rs a l) . Sobre este volum en de semen se 
co loca ron  2 0 -2 5  m l de M e d io  1 9 9 + 5 %  suero AB Rh'*’ p rocurando no m e zc la r las fa ­
ses. Los tubos se m an tuv ie ron  durante 20  m in en un boMo de ogua a 3 7 -C . En 
estas con d ic ione s  los esperm atozoides m ô v ile s  son copoces de abandonar e l semen 
pasondo a l M e d io  199 +  5%  suero AB  R h f
Después de este tiem po  se re co g iô  la  m ayor ca n tid a d  de M e d io  
199 +  5 %  suero A B  Rh^ po s ib le  p rocurando no  rem over la  in te rfose  y, después de 
tra n s fe r ir lo  a  o tro  tubo  de 30 m l , se c e n tr ifu g ô  a 4(X)g du ran te  20 m in a tem pe­
ra tu ra  a m b ie n te . El sed im ento se lo vô  con M e d io  199.
Los esperm atozoides se resuspendieron en 2 -4 m l de M e d io  199 4- 
5%  suero AB  Rh'*’ Esta suspensiôn c a n tie n e , depend iendo de los in d iv id u o s , môs 
de 10 esperm atozoides m ô v ile s  sin con tom ina c iôn  de esperm atozoides inm ô v iles  
o  m uertos, o  de otros c é lu lo s  sém inales.
E l semen y e l poco M e d io  199 +  5%  suero AB  Rh^que quedoba en 
los tubos in ic io le s  se m e zc lô  por a g ita c iô n  y se u t i l iz ô  para la  o b te n c iô n  de môs 
esperm atozoides puros, segun e l M é todo  1, o  pa ra  la  o b tenc iôn  de cé lu lo s  sém inales 
no esperm atozoides.
D) O B T E N C IO N  DE CELULAS SEM INALES N O  ESPERMATOZOIDES ( C.S .  no E. )
El  semen d ilu id o  con M e d io  199 +  5%  suero AB Rh*^(15ml) se c o lo -  
cô  sobre 8m l de una so luc iô n  de F ic o ll- ls o p o q u e  (d: 1 ,0 77 ) (Lym phoprep) y se 
c e n tr ifu g ô  a 600g  du ran te  30 m in . En estas co n d ic ione s  de la  in te rfose  pueden re -  
cogerse sin co n to m in a c iô n  de esperm atozoides otros cé lu lo s  sém inales, en su m oyo- 
rfa  cé lu lo s  de descam aciôn de o rigen e p ite l ia l  y tam bién  lin fo c ito s . En e l fondo 
de l tubo  quedan los esperm atozoides y otros cé lu lo s  sém inales de densidod superior 
a  1 ,077. La suspensiôn de cé lu lo s  sém inales no esperm atozoides se lo v ô  dos veces 
en M e d io  Honks (10m l; 10m in; 400g).
D E T E R M I N A C I O N  DE L O S  A N T I G E N Q S
H L A - A  , -  B ,  -  C , -  Bw 4,B w 6.
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* .  -  TEST DE M IC R Q T. it O T Q X IC ID A D  SOBRE L IN F O C IT O S  .
El t ip a je  de los lo c i H L A , - A , - B , - C , - B w 4 ,  Bw6 de los in d iv id u o s  
se re a liz ô  m ed ian te  un ensayo  standard de m ic ro lin fo c ito to x ic id a d  en dos e tapas, 
M it ta l  e t a l (1969), sobre lin fo c ito s  to ta le s  u t i l iz a n d o  una b â te ria  de 120 antisueros 
a n t i-H L A ,
Los an tisueros (1) se dispusieron en p laças especia les para  t ip a je  
(T erasak i, t ip o  F o lco n , S te r il in ,  e t c . )  prov is tos de 60 p o c illo s  de 10 -15 ^1 de 
volum en (1 yul de a n tisue ro  por p o c il lo ) ,  se re cub rie ron  de p a ra fin a  para e v ita r  la 
evo po ro c iôn  y  se congé lo ron  a -8 0 -C  hosto e l mom ento de su u t i l iz o c iô n .
Los lin fo c ito s  to ta les  se resuspendieron en M e d io  Honks ajustôndose 
su con ce n tra c iô n  a 2 x 1 0 ^  cé lu lo s /m l con uno côm ara de N eub aue r. Una vez 
descongeladas las p laça s  de t ip a je ,  con una m ic ro je r in g a  H am ilto n  (m odelo  7 0 5 N ) 
p rov is to  de un dispensador a u tom ô tico  (P B -600-1 ) se oModiô 1 yul de la  suspensiôn 
de l in fo c ito s  a coda uno de los p o c illo s  de la  p la ç a  de t ip a je ,  procurando que se 
m ezc la ra  b ie n  con e l an tisue ro . Los p laças se incubaron  durante 30  m in  a tem pe­
ra tu ra  am b ien te , después de lo  cuo l se oModieron 5 j j I por p o c il lo  de com plem ento 
de co n e jo  (preparado com erc ia l de l In s titu te  Behring) y  se incubô  a tem peratura  
am b ien te  du ran te  una hora môs.
La le c tu ra  de las p laças se re a liz e  en fresco inm ed io tom en te  después 
de la  in c u b o c iô n , en un m icroscop io  in v e r tid o  p ro v is to  de con traste  de fase, d e te r-  
m inôndose los an tisueros que maton las cé lu lo s . A  p a r t ir  de las esp ec ific id a d e s  
con tra  las que von d ir ig id o s  estos an tisueros se deduce e l t ip a je  H L A -A , -B ,  -C ,  -B w 4, 
Bw6 de los lin fo c ito s .
(1 ) In c lu id o s  un co n tro l p o s it iv o  (suero o n t i l i fo c i t ic o )  y un co n tro l n e g o tivo  (suero 
AB R h+ ).
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En a lgunas ocasiones las p laça s  se f i jo ro n  y se leye ron  tiem po  
después. En este caso, las cé lu la s  muertas se tiMeron con Eosino a l 5 %  (5 yul por 
p o c il lo )  y  después de unos segundos se f i ja ro n  con fo rm a lde h ido  4 0 %  (1 0 yul por 
p o c il lo ) .  Las p laça s  se con server on en la  nevera  a A -Q  hasta e l m om ento de 
su le c tu ra .
2 . -  TEST DE M IC R O C IT O T O X IC ID A D  SOBRE ESPERMATOZOIDES
La suspension de esperm atozo ides se a jus té  a une co n ce n tra c iô n  
de 3 0 -4 0 x 1 0 ^  c é lu la s /m l m e d ian te  une cam ora de N e u b a u e r. Para e l con ta  je  
de los esperm atozo ides se m a n tuv ie ron  las côm aras de N eubaue r o 4 -C  du ran te  
unos m inutos con o b je to  de p o ro liz o r  los esperm atozo ides.
10 j j \  de esta suspensiôn (3 -4 x 1 0 ^  esperm atozoides) se m e zc lo ron  
con 10yul de an tisue ro  o n t i -H L A -A , -B , -C , - B v u 4 ,  Bw6 (1 ) segun e l coso y  se 
incubaron  a 3 7 -C  du ran te  30 m in , después de lo  cuo l se oM odieron 100 yul de 
com plem ento de c o n e jo  y se in cu b ô  du ran te  una hora môs en las mismos c a n d i-  
c io n e s , todo  e l lo  en tubos de p lô s t ic o  de 3 m l.
C on o b je to  de d is t in g u ir  los esperm atozoides v ivos  de los m uertos, 
se u t i l iz ô  uno té c n ic o  de do b le  flu o re sce n c io  consis ten te  en e l em p leo  de dos 
sustoncios fluo rescen tes  copoces de in te ro c c io n o r con e l D N A  que d if ie re n  en 
sus prop iedodes de p e rm e o b ilid a d  o  trovés de la  membrona b io lô g ic a ; f-faranja 
de A c r id in a  (flu o re sce n c io  ve rde ) y  Bromuro de E th id io  ( f lu o re s c e n c io  ro ja ) ,  
Festenstein e t a l .  (1978),
Por e l lo ,  después de la  in cu b o c iô n  con e l co rr^ le m e n to  se oM o- 
d ie ro n  7 yul de uno so luc iô n  de N a ra n jo  de A c r id in a  (1 /1 0 .0 0 0 )  - f  Bromuro de Ethi^ 
d io  (1 /1 0 0 0 ) (w /v ) .  Se m e zc lô  b ie n , y  una a l ic u o ta  de esta suspensiôn se m onté 
en un po rtao b je to s  y se u t i l iz ô  para d e te rm in a r e l p o rce n ta je  de cé lu la s  m uertos 
en un m ic ro scop io  de flu o re s c e n c io .
(1) Los antisueros se u t i l iz a ro n  netos y fueron seleccionados en tre  a q ue llos  que 
se u til iz a b a n  para e l t ip a je  de te jid o s  y otros sueros loca les  prev iam ente  
estudiados y de e s p e c if ic id a d  con oc ida .C o m o con tro l n e g a tivo  se u t i l iz ô  suero 
AB K V :
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En la  fo to g ra fia  se muestro una suspensiôn de esperm atozoides después 
de l tra ta m ie n to  con un a n tisue ro  a n t i-H L A -A  y com plem ento .
Los esperm atozoides muertos por o cc iô n  de l com plem ento presentan 
poros en su membrona que pe rm iten  que e l Bromuro de E th id io  pénétré  en e l in te r io r  
c e lu lo r  e in te ro cc io n e  con e l D N A . Estos esperm atozoides muertos aparecen tePiidos 
con una c o lo ra c iô n  ro jiz a  o m o rille n to  en la  fo to g ra fia . Los esperm atozoides v ivos 
im perm éables a l Bromuro de E th id io  aparecen teMidos de verde d e b ido  a la  N a ra n jo  
de A c r id in a , sustancia que permea lib re m en te  a trovés de la  membrona b io lô g ic a  y 
que tam bién  in te ra cc io n a  con e l D N A
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H ab itu o lm e n te  se con to ron  mas de 300 cé lu la s  por ensayo. El po r- 
c e n to je  de e sperm atozoïdes muertos se d é te rm in é  segun la  fo rm u la ;
% Espermatozoides muertos Test - % Espermatozoides muertos Control IJeq.
% Espermatozoides muertos Control Neg.
3 . -  ANTISU ERO S A N T I - H L A - A , - B , - C , - B w 4 ,  Bw6 U T IL IZ A  DOS
M AD R YC  4 1 B (A 3)
M ADR YC 20B (A 2 9 , A 2 , + )
M AD RYC  28B ( B18, B 14, + )
B lO -1 12128 (C w 4)
02
BwOSx Fq3  (C w3)
S IN C LAIR  ( A l )
GUILLESPIE ( A l )
FA IRE Y  (A 2)
H IL S O N  (A 2)
BAR 37 (A 2 (A 28 ))
BERRY (A 3)
BAR 7283 (A 3)
T H O M S O N , L i (Aw 23) 
RODBRO (A w 23  (Bw44)) 
K W C IA  (A w 24)
FISHER AS ( A l )
SEVI 50 (A 9)
M O R G A N  (A w 25)
BAR 1 (A w 25)
M A D R YC  14 B ( A w 2 4 , +  )
M A D R YC  9 B ( B 5 ,B w 3 5 ,+  )
02
BwOSxDq3  (C w4)
VR 16986.2  (B w 4)
H in c h c lif fe  (Bw6)
SEVI 13 ( A i l )
Bw 11 (A il)
JO N E S  (A 28)
L E I-V R -E N G D  (A 28)
Fe 7 1 /3 2  (A 29)
C U N D A L L  (A 29 )
E M IN  (A29)
Fe 8 2 /3 9  (A w 3 0 ,C w 5 )
VR 24089-2  (A w 30)
M A D IS O N  (A w 30 ,B 1 3)
KR 4282 (A w 30 , Aw 31)
Fe 8 2 /1 5  (A w 30)
M IL L ,G O K  (A w 3 0 ,A w 3 1 ) 
T H O M P S O N  (A w 3 1 , A w 3 2 , Aw 33)
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REID (A w 2 5 , A w 2 6 ,A w 3 4 ) 
T Y L IN S K Y  (A w 26)
BARI (A  10)
BAR BA3 (A w 33)
CT 438 (Aw 43)
A  Y -3 5 5  (Bw52)
A  Y -3 5 8  (Bw51)
WALKER (Bw51,B8)
WALES (Bw 51,Bw52)
KAUR (Bw51, A l l ,  A 10)
SCHM IDT (Bw51, Bw52) 
M A D R YC  5B (Bw51, Bw35)
BURKE (B7)
FERRARA (B7, Bw22)
LA C K  (B w 22,B w 42,B w 54) 
B IN N S  (B 7 ,B w 22 ,B w 42, BF)
2 W A A N  VR 900 (B8)
SEVI 36  (B8)
C H A Y R A  (B8)
M A D R YC  4B (Bw 44, Bw45)
STRATTOW (Bw44)
LECHLEY (Bw44, Bw45)
M O N E Y W O O D  (Bw44, Bw45) 
K UR S A N D Y  (B13)
C A S H M A N  (B13)
CROFTS (B14)
A N T O N lO U  (B14)
C A D JE A U X  497 (B15)
Fe 2 4 /2 0  (B15)
Bw 15 (B15)
VR 265806 (Bw38,Bv%39) )
Fe 5 8 /8  (Bw 38, Bw39)
OVER DEVEST (Bw 38, (Bw39) ) 
VR 19643-7 (Bw 38,Bw39)
S N ITH  K IM  (B 17-C w 6)
(B17-C w 3neg)
A Y -3 7 6  (Bw 60, Bw61,B13)
V A L DERR 1ERE (A w 32 , A 10)
CT 435 (A w 3 2 , Aw 25)
Fe 9 3 /7  (A w 33)
COSTER (B17, A 2  (A w 28) )
EAMES (B17)
TUFNELL (B17)
M A D R YC  6B (818)
Fe 4 2 /3 2  (B18)
BAR 0842 (Bw49)
M l 4957 (Bw50 (Bw49) )
02
Bw0 5 xq3 (Bw49)
AFSMAR (Bw4 9 , Bw 50)
B w 0 5 x ^  (B37)
AFSAR (B w 50, Bw45, Bw44, Bw41 ) 
A 4 -3 5 4  (Bw54)
RsS 1079 (B w 2 2 ,A ll)
C c33 (B w 22, A w 3 0 , B7)
no
B w 0 5 w ^  (B 5, Bw21)
M E L N IK O F  (Bw22, R7, Bw42)
02
Bw0 5 wUq3 (B 27)
D O N N E  Y  (Bw48)
N 7 6  (B7, B27)
LE W IN  (B w 51, Bw35)
CT 420 (Bw35)
PARTUOW  (Bw 35, Bw53)
A LB -S LA  (Bw35)
B w 0 5 w s ^  (B 5, Bw35)
D O N N E Y  (B40)
CALDER (B 40, Bw41, Bw47, Bw48)
TA N S E Y  (B 40 , Bw48)
TYT 10400 (Bw37)
CAS 12551 (Bw47)
A Y - 126 (B w 48 ,B 7 , Bw60)
L U N D  (C w 4)
CLARKE (C w 3 , + )
VR 19 663 .3  (Bw6, (B5,B27) )
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VR 1207 ,3  (B w 6,(B13)) 
EPIO (Bw6)
VR 2 3 9 4 4 .2  (B w 4 ,(B w 4 5 | 
VR 12123.7  (Bw6, (B 15 .2 )) 
M AD RYC 2A  EP53 (C w 5) 
M A D R YC  2B (C w 5) 
M A D R YC  7B (C w 2)
HOBBARD (C w 2 , +  )
Fe 124116 (C w l)
A Y  157 (Bw48, B 7 ,B w 60 ,B w 6 1 ) 
BRAMA 1203 (C w2)
L E Y -P O L L -K A  (C w 3)
LE I - D O N G  (C w 4)
4788 BRYSSON (Cw 4 + Cw6)
BLANKES POOR (C w 4 ,A w 3 2 ,A w 2 5 ) 5211 JO N E S  (Cw4 4-Cw6)
;  7
D E T E R M I N A C I O N  DE  L O S  A N T I G E N O S  H L A - D R
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1 . -  TEST DE M IC R O C IT O T O X IC ID A D  SOBRE L IN F O C IT O S  B.
El t ip a je  H LA -D R  se re a liz ô  de un modo s im ila r o l de los 
lo c i H L A -A , -B , -C , - B w 4 ,B w 6 .  Los l in fo c ito s  B se resuspendieron en M e d io  Honks 
y  se a jus té  su co n ce n tra c iô n  a 2 ,5 x 1 0  c é lu la s /m l.
Los p laças de t ip a je  con lo  b o te r io  de sueros a n ti-H L A -D R  se p re - 
pororon de modo s im ila r a los de t ip o je  H L A - A , - B , - C , - B w 4 ,  Bw6 y  se conserver on 
congélodos o -8 0 -C  hosto e l m omento de su u t i l iz o c iô n .
El t ip o je  se re o liz ô  en dos e topos. Se oModiô un I yul de lo  suspen­
siôn c e lu lo r  a coda p o c il lo  de lo  p lo c o  de t ip o je  u t i l iz o n d o  uno m ic ro je r in g a  
H am ilto n  p ro v is to  de un dispensodor o u to m o tico  y se incub ô  du ron te  uno horo 
o tem peroturo o m b ie n te . T ronscurrido este tiem po  se oM odieron 5 yul de com plem en­
to  de co n e jo  (p reporodo co m e rc io l de l In s t itu te  Behring) por p o c il lo  y  se incub ô  
doran te  dos horos mas en los mismos co n d ic io n e s . Después de lo  in c u b o c iô n  los 
p locos de t ip a je  se f i jo ro n  con Eosino y  F o rm o ldeh ido  to i y  com o se in d ic ô  onte-r 
rio rm en te  y  se leye ron  o l d fo  s ig u ie n te  en un m ic ro sco p io  in v e r t id o  p ro v is to  de 
con troste de fase , determ inandose los sueros que m otoban las c é lu lo s . A  p o r t ir  
de los e sp e c ific id a d e s  de estos sueros se deduce e l t ip a je  H LA -D R .
2 -  TEST DE M IC R O C IT O T O X IC ID A D  SOBRE ESPERM ATOZOIDES.
Se re a liz ô  de id é n tic o  m onero que para la  d e te cc iô n  de an tfgenos 
cod if ica d o s  por los lo c i H L A - A , - C , - B , - B w 4 ,  Bw6 con la  d ife re n c ia  de que se 
aum entoron los tiem pos de in cu b o c iô n  o  45  y  90  m in , respective  men te .
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3 . -  ANTISUERO S A N T I-H L A -D R  U T IL IZ A  DOS
WISS ( I ) SEM INARC (3) DOUCORET (5)
E460 (1) BURGOS (3) VEWET (5 +  8)
C AND RE (3) CHERRY (3) CHAR BIT (5 + w 6 )
DUPRE (1) L y . T H O M P S O N  (3 +  7) KERDILES (w 6 +  (3  ov )
BETIN ( 2 ,7 ,5 ,3 ) P6502C (3) O D IO T  (w 6 + 2)
8w432 (1) 7w028 (3) M A D R YC  27B (1 + 2 +  w6)
BEUREL (1) M A T H IE V  3013 (4) PIERRE (7)
C A U  (2) BERNARD (4) PEL IO N  (7)
M A D R YC  16B (2) DIARD (4) V IO LT E L (7)
PIASTRE (2) PETIT (4) A M O U C H E  (7)
0 1 2  (2) CAPELLE (4) B AS TO N  (7)
LERROY (2) C ARO LL (4) DELVERRE (7)
TRENS (2) PU G H  (4x7) E TIE N N E  (7)
BICHLER (3) GIBASSIER (5) DE JE A N  (7)
SUMMER (3) 3915A  (5) 
LAM ARQ UE (5)
B C N -6B  (7)
A B S O R C I O N E S
-  83
1 . -  A B S O R C IO N  E N  ANTISUERO S DE LA A C T IV ID A D  DIR IC I DA C O N TR A  A N T IG E - 
N O S  TISULARES N O  H LA .
Para la  absorc iôn  de an tisueros d ir ig id o s  con tra  an tfgenos tisu la res  
no HLA se préparé  un hom ogeneizado de un "p o o l"  de 100 b igados de ro ta  que 
se c e n tr ifu g é  a I 000g du ran te  30 m in a 4 - C .  Se re co g iô  e l sobrenodante y  se 
c e n tr ifu g ô  a 17 .000 g  durante  30 m in a 4 - C .  El sed im ento de esta segundo c e n tr i­
fu g a c iô n  se la v é  dos veces con 25  m l de PBS (pH  7 ,2 )  a 1 7 .000 g .
Después de l u lt im o  lo va d o  se d e can té  com ple tom ente  e l sobrenodante 
y  sobre e l sed im ento se o fta d io  e l a n tisue ro  a  absorber en la  p ropo rc iôn  v / v ,  se 
m e zc lô  b ie n  y  se m antuvo ro tondo  a tem peratura am b ien te  duran te  una hora y a 
4 2 c  du ran te  todo  la  no che . El a n tisue ro  obsorfoido se séparé por ce n tr ifu g a c iô n  
a  17 .000g du ran te  30 m in a  4 2 C , se a l ic u o tô  en pequefios volum enes, se con g e lô  
en N g  l iq u id e  y  se conservé a -80® C  hosto e l m omento de su u t i l iz o c iô n .
2 . -  A B S O R C IO N E S  E N  AN TISUERO S DE LA A C T IV ID A D  A N T I-H L A .
Para las absorciones, los sueros a n t i-H L A  se d ilu y e ro n  con M e d io  
Honks a la  m axim a d ilu c iô n  que m antenfa e l 100%  de l in fo c ito s  muertos en test 
de m ic ro lin fo c ito to x ic id a d  ("e n d  p o in t " ) .
La suspensiôn c e lu lo r, con  los on tfgenos HLA re le van te s , que ibo  a ser 
u t i l iz o d o  en la  absorc iôn  se resuspendiô en e l menor vo lum en po s ib le  y  se dé te rm in é  
e l num éro de c é lu la s  po r yrl m ed ian te  d ilu c iô n  y  con ta  je  en uno côm ara de N eub aue r. 
D is tin ta s 'c a n tid o d e s  de esta suspensiôn con un num éro co n o c id o  de cé lu lo s  se c o lo c a ­
ron en tubos Beckman y se ce n tr lfu g o ro n  du ran te  5 m in en una m ic ro c e n tr ifu g a  Beckman. 
Los sedim entos se se coron cuidodoso mente u t il iz a n d o  un c o p ilo r .
Se oM odiô e l an tisue ro  y se resuspendiô e l sed im ento con é l (1) (2 ).
(1 ) Parte de l a n tisue ro  a absorber se m antuvo en las mismns con d ic ione s  exp é rim e n ­
ta le s , pe ro  sin cé lu la s  o con cé lu lo s  no re le van te s , y  constituye ron  e l c o n tro l nega­
t iv o  de absorc iôn  o e l de absorc iôn in e s p e c ffic o , respectivom en te .
(2) En o lgunos experim entos e l a n tisue ro  u t i l iz o d o  para la  absorc iôn se p réparé  m ez- 
c la n d o  2 an tisueros m onoespecffîcos de monero que una vez m ezclodos quedaran a una 
d ilu c iô n  f in a l correspond ien te  a l "e n d  p o in t"  para coda uno de las e sp e c ific id a d e s .
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Después, los tubos se m antuv ie ron  ro tondo 30 m in o  tem peratura am b ien te  y 40 
horos a 4 9 C.  El an tisue ro  absorb ido  se récupéré  m ediante c e n tr ifu g a c iô n  en la  
m ic ro c e n tr ifu g a  Beckman du ran te  5 m in , se a l ic u o tô ,  se con ge lô  en lfq u id o  
y se conservé a -BO^C.
Los an tisueros absorb i dos y sin absorber se testoron en un ensayo 
standard de m ic ro lin fo c ito to x ic id a d , ta l y  como se seMolô a n te rio r m ente , u t i l iz a n d o  
lin fo c ito s  de l donante de las cé lu la s  u tiliz a d a s  y  lin fo c ito s  de otros in d iv id u o s  no 
re la c io n o d o s . El c o n tro l n e g a tiv o  fue  siempre suero AB  Rh'*'.
La a c t iv id a d  restante en los sueros se expresô como %  de cé lu lo s  
muertos en e l ensayo de m ic ro lin fo c ito to x ic id a d  segun:
t cplulas mucrta* - t Colulaa Muertaa Teat - 1 Células nuartas Control Neg.
En o lgunos ocasiones este %  de cé lu la s  muertos se re f ir iô  a l %  
de cé lu lo s  muertos en e l ensayo u t il iz a n d o  e l suero sin absorber, segun:
% Colulas muertaa Teat * % Celulaa muertaa Control fieg. 
X Pcf.Suero sin Alisorber ■  ---- ■ — — —— -— —  — . .. -------
% Células muertaa suero sin Absorber - % Celulaa muertaa Control Neg.
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1 .-  DETECCION DE FACTOR B
Pora la  d e te cc iô n  de Factor 6 , se ho u t i l iz o d o  un ensayo h e m o lf t i-  
co  od optodo para de te rm in a r a c tiv id a d e s  de F a c to r 6 é q u iva le n te s  a  las ex is ten tes  
en e l rango 0 ,1  yJ-1  y/l de un " p o o l"  de sueros humanos norm ales.
El ensayo h e m o lft ic o  te  re a liz ô  en ausencia  de C a ^ ,  pa ra  b loquea r 
la  v io  c lô s ica  de a c t iv a c iô n  de l com p lem ento , y  se basa en la  a c t iv a c iô n  de la  v ia  
o lte rn a t iv a  de l com plem enta por con cen troc ione s  e levodos de M g ^^  y / o  po r hem aties 
de c o n e jo . E xperim enta lm en te  se puede conseguir un sistema d é fic ie n te  e x c lu s iv a -  
m ente de Factor B. Poro e l lo ,  un "p o o l"  de sueros humanos norm ales, u t i l  iza d o  
como fue n te  de com plem ento , se d e p riv ô  de Factor B po r ca le n ta m ie n to  a 5Q2C 
duran te  20 m in . Lachmonn y  H o b a rt, 1978b.
Este suero de p riva d o  de Factor B, en p resencia  de M g ^ y  ausencia  
de c a lc io ,  no es copoz de p ro d u c ir la  lis is  de los hem aties de co n e jo  o fio d idos .
Sin em bargo, la  a d ic iô n  de F a c to r 6 o l sistema com p lé ta  la  secuencia  y  se p roduce 
la  lis is  de los hem aties. Esta lis is  es depend ien te  de la  ca n tid a d  de F acto r B oMo- 
d id o .
La presencia  de F a c to r B en la  su p e rfic ie  c e lu la r  puede ponerse de 
n ra n ifies to  de este modo. Para e l caso de los esperm atozoides la  p resencia  de 
a c t iv id a d  de Factor B en su membrona co m p le ta rfa  e l s istem a,produciêndose la  
l is is  de los hem otfes de c o n e jo .
En las con d ic io n e s  u t il iz a d a s  en nuestro ensayo h e m o lft ic o , m o d if ic o -  
c iô n  de l de Lachmonn y H obart (1978b) esta lis is  es p ro p o rc io n o l a la  c a n tid a d  de 
Facto r B é q u iv a le n te  a la  e x is ta n te  en e l rango 0 ,1  y i l - l  y/l de un "p o o l"  de sueros 
humanos norm ales.
Ensayo:
Los esperm atozoides p u rlfico d o s  se lava ron  en PBS (pH  7 ,2 )  y  en 
can tidode s  cre c ie n tes  se incubaron  du ran te  1 hora a 3 7 2C con 200 y/l de hem otfes 
de c o n e jo  a l 2% o en PBS (E G TA  lO m M , M g^^ 7m M ) pH  7 ,2  y  300 de suero
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humano de p rivad o  de Factor B por c o le n ta m ie n lo  a SO^C durante  20 m in y d ilu id o  
1 /4  en PBS (EGTA lO m M , Mg^"*^7mM) pH  7 , 2 .  Tronscurrido  e l tiem po  de in c u b o - 
c io n  se de tuvo  la  re a cc io n  oM odiendo 66 y»l de PBS (EOTA 0 ,1 M ) ,  se c e n tr ifu g ô  a 
1 .600g y  se de term inô la  c a n tid a d  de hem oglob ina  lib e ra d a  a l m ed io  en e l sobre-  
nodonte m ed ian te  absorc iôn  o 415nin, en un espectno futom etro  G IL F O R D -25 0 .
Com o c o n tro l p o s it iv o  se u t i l iz a ro n  lin fo c ito s  de enfermes con le u -
cem io lin fo id e  c rô n ico  (LLC ) en cuya  membrona se expreso e l Factor B. Holbwachs 
y Lachmonn (1976) (1 ). En los con trô les  ne ga tives  se onnd ie ron  66 y/| de PBS (EDTA 
0 ,  IM )  antes de la  in cu b o c iô n . Como con trô les  o d ic io n o le s , 1) se incubaron los 
hem otfes so lo  con e l suero d e p riva d o  de F a c to r B y 2 ) se incubaron  los hemotfes 
so lo  con la  suspensiôn de l in fo c ito s  o  de esperm atozo ides. Con lo  que se descortô  
que en nuestros cond ic iones de tra b o jo  la  lis is  de los hem otfes se deb ie ro  o l suero 
d e p riva d o  de Factor B; a los l in fo c ito s ,  o  a  los esperm atozo ides, pçr seporodo.
En olgunos experim en tos los l in fo c ito s  (LLC) se incubaron  p rev iam e n­
te  a  la  in cu b o c iô n  en e l ensayo con uno a n tisu e ro  o n ti-F o c to r  B (Im m unostic , Se­
w ard Lob, U . K . )  , para lo  cuo l se oM odioron 50 y/l de an tisue ro  a la  suspensiôn 
c e lu la r .
La hem olis is de b ido  a la  p resencia  de Facto r B se de te rm in ô  como
la  d ife re n c ia  en tre  la  encon trodo  en e l ensayo y la  encon trodo  en e l co n tro l ne­
g a tiv o .
Para coda e xp e rim e n to  se construyô  uno cu rvo  pa trôn  con d is tin tas  
can tidodes de un "p o o l"  de sueros humanos norm ales. A  esta curvo  se re f ir ie ro n  
las a c tiv id a d e s  encontradas en los ensoyos, de term inândose las e q u ivo le n c ia s  para 
coda uno de e llo s  o j j l  de l " p o o l"  de sueros
(1) UrKi vez se parados los lin fo c ito s  de la sangre de los enfermes con leucemio 
lin fo id e  crônico (LLC ) se lavaron exhaustivom ente, descortôndose que la a c t iv i­
dad de Factor B detectodo se debiero o orrostre del Factor B présente en el 
suero.
D E T E C C I O N  DE D E T E R M I N A N T E S  H L A - D
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1 . -  CU LT I V O  M IX T O  PE L IN F O C IT O S  (M IC )  (1) (2)
-  Prepofa c io n  de las cé lu lo s  ho tnocigo tos de t ip a je  (HTC) (3 ); tro tam ienJo 
con M ito m ic in o  C .
Los lin fo cU o s  uM lizodos como estim ulodores de l c u l i iv o  m ix to  (H T C ), 
se descongeloron en un boMo a 37^C  y  después de un lovodo  (10 ml: 400g; 10 m in) 
con M e d io  de C o n g e lo c io n , con o b je to  de é lim in e r e l DM S O , se resuspendieron 
a une con ce n fro c iô n  de 2 -4 x 1 0 ^  c é lu lo s /m l en M e d io  19 9+  0 ,0 2 5  m g r/m l de 
m ito m ic in a  C (S igm a, USA). Se incubaron  en un baMo a 3 7 - C con a g ita c iô n  suave 
du ran te  30 m in . Transcurrido  este tiem po se lava ron  très veces con M e d io  199 para 
e lim in a r la  m ito m ic in a  C  de l m e d io  (10 m l; 400g; 10 m in) y se resOspendieron 
en M e d io  de C u lt iv o .  Se estim o lo  v ia b il id o d  y numéro de los lin fo c ito s  m edionte 
observaciôn  en una câm ara de N eu b a u e r. Se a jus tô  su co n ce n tro c iô n  a 0 ,5 x 1 0 ^  ce l . / m l ,
-  Préparée ion de los lin fo c ito s  re spondedores
Los lin fo c ito s  o t ip o r  en c u lt iv o  m ix to  se desconge loron por las 
té cn ica s  h a b itua  les/después de los lavados se resuspendieron en M e d io  de C u lt iv o .  
Se estim o la  v ia b il id a d  y numéro de los l in fo c ito s  y se a jus tô  su con ce n tra c iô n  
a  0 ,5 x 1 0 ^  c é lu la s /m l.
-  Q rg a n iz a c iô n  de los c u lt iv e s
En coda experim en to  de t ip a je  se u t il iz o ro n  8 - 9  cé lu la s  hom ocigo -
(1) M ix e d  Lym phocyte C u ltu re .
(2) Todas las operac iones en este t ip o  de expefim en tos con c u lt iv e s  ce lu la re s  se 
re a liz o ro n  en con d ic ione s  es té rile s . Los n e d io s  se e s te r iliz a ro n  por f i l t r a c iô n  
u t il iz o n d o  f i lt ro s  Sw inex (M il l ip o re ,  F rancia) con membranas de 0 ,2 2  de d iâ -  
m etro  de po ro . El m a te ria l de v id r io  se e s te r iliz ô  en a u to c la ve ; e | p iô s t ic o  con 
ô x id o  de e t ile n o . Se tro b o jô  en una comara SIee (Londres, U . K . )  p rov is ta  de
' f lu jo  lam in a r.
(3) Homozygous Typ ing C e lls .
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tas de t ip a je ,  HTC , correspond!entes a ig u a l numéro de esp e c ific id o d e s  H L A -D , 
como estim ulodoros de los l in fo c ito s  de 3 0 -3 5  in d iv id u o s  d ife re n te s . C oda com b ino - 
c iô n  se re a liz ô  por t r ip lic o d o . Se in c lu ye ro n  para cada c é lu la  es tim u lodo ra  y 
para cada c é lu la  respondedora con trô les  ne go tivos  y se com probô la  e fe c t iv id a d  
de l tra ta m ie n to  de las cé lu la s  es tim uladoros con m ito m ic in a  C  m edian te la  c o m b i- 
n a c io n  en c u lt iv o  de las cé lu la s  estim u lado ias  en tre  sf.
El c u lt iv o  se re a liz ô  en p laças de c u lt iv o  m ic ro tes t ( S te r ilin )  p ro - 
vistos de 96 p o c illo s  con fondo de U y 250 y jl de cop o c id o d . En coda p o c il lo  se 
dispensoron 100 yul de lo  suspensiôn de cé lu la s  hom ocigotas de t ip a je  (HTC) tra ta -  
das con m ito m ic in a  C (5 0 .0 0 0  c é lu la s /p o c il lo )  y  100 j j I de la  suspensiôn de l in fo -  
c ito s  respondedores (5 0 .0 0 0  c é lu la s /p o c il lo ) .
Los p locos se incubaron  o  3 7 -C  b o jo  5 %  C O g  Y humedod re la t iv e  
de l 95%  en una estu fa  (Forma S c ie n t if ic ,  M o d . 3156, O h io ,  USA) p rov is to  de 
co n tro l o u to m a tico  de l %  de C O g  duran te  5 d ids.
En e l q u in to  d fa  de c u lt iv o  se o fla d ie ro n  a coda p o c il lo  10 yvl (1 y /C i)  
de ^ H -M e t i l-T im id in o  (5 C i/m m o l; Im C i/ lO m I)  (T he  R od iochem ico l C e n te r, Amershom, 
U . K . )  y  se m ontuvo durante atras 16 horas en la  es tu fa .
Después de este tiem po  de m orco je  se f i l t ro ro n  los p o c illo s  en un 
op ora to  espec io lm ente  d ise fk ido  pa ra  e l lo ,  "H arvester" (d ise ftado por H . Festenste in,
The London H osp ita l) recog iéndose las  cé lu la s  en f i lt ro s  W atmon G F /A ,  Los f i lt ro s  
se lovo ron  exhaustivom ente  con oguo de s tilo d o  con o b je to  de liso r los cé lu la s  y 
de e lim in a r la  t im id in a  marcada l ib re .
Después de d e jo r te ca r  los f i l t ro s ,  (5 0 -C , 4 horos; tem pero turo  om -
b ie n te , 24 horos) se co lo ca ro n  en v io le s , se oModiô o coda uno 4 ml de Ifq u id o
3de c e n te lle o , y se dé te rm iné  la  c a n tid a d  de H -M e t i l-T im id in a  incarporada (cpm) 
m ed ion te  e l con ta  je  de la  ra d io a c t iv id a d  présente en coda v io l en un con todo r de 
c e n te lle o  Ifq u id o  In te rte cn iq u e  progrom odo ou tom à ticom en te  para la  d e te cc iô n  de la
3
ra d ia c c iô n  correspond ien te  a l H . La e f ic ie n c ia  de l co n ta je  fue  de a ire ded o r 
de l 5 0 % .
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2 . -  ANALISIS ESTAd ISTICO DE LOS RESULTADOS.
Los cpm  correspondîentes a coda com b inac iôn  de la  c é lu la  o t ip o r 
con las cé lu la s  hom ocigo tas de t ip a je  (HTC) se han transform ado en valores d o b le - 
mente no rm alizados ( D N V ) (1 ), de acuerdo  con e l m étodo de M e n d e lI e t a l .  (1978) 
m o d ific a c iô n  de l de Ryder e t a l .  (1975).
Desc r ip e  ion de l m étodo
Los resultodos se prepororon com o sigue:
1 . -  D ete rm ine r la  m ediono de los va lo res de cpm para todas las com binaciones 
es tim u lado r-respondedor y  para las respuestas au to logas.
2 . -  R e o lizo r un on o lis is  de todas las m edianas de los va lo res de respuesta 
au tô logos con o b je to  de de te rm ine r si a lg u n o  de estes va lo res es s ig n if ic o -  
tiva m e n te  d ife re n te  de l resto  (2 ). E lim in a r todas las cé lu la s  respondedoros 
que se encuen tren  en esta s itu a c io n .
3 . -  E lim in a r c u a lq u ie r c é lu la  respondedora y  cu a lq u ie r es tim u lodora  con menos 
de cu e tro  va lo res  de respuesto (3 ), sin con te r la  respuesta o u to lo g o .
4 . -  R epe tir e l pun to  3 hasta que code c é lu la  respondedora y estim u lodora  te n ­
ge a l menos cu e tro  va lo res de respuesta.
C é lc u lo  de D N V ;
I . -  Para code respondedor, de te rm in e r e l v a lo r 75%  de lo» va lo res de las
(1) Double N o rm a lised  Values
(2) Este c a lc u la  se re a liz ô  a p lic a n d o  la  fôrm ula de C urtos is(b^) para un n iv e l de 
s ig n if ic a c iô n  de l 5 %  segun:
n r ^ ( x - i ) ]  ' è x  n:n? respondedoras
b = ------ '- 1 -------- !--------L -  donde X .:m e d iono  cpm
r  _ 2 l  2 "  respondedcx i
Tabla de s ig n if ic a c iô n  de l v a lo r de b._ en fu n c iô n  de n , D 'A yo s tin o  y Fj ei t yen
(1971) ^
(3) Pore un de te rm inodo  experim en to  se e lim in a n  aque llos  va lo i es de lespuesto en los 
que las cpm no estén, a l menos, dup licodos.
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medianas de las cpm de respuesta observa das para e l con jun to  de las 
estim u ladoras.
2 -  Este va lo r 75%  ha de ser a l menos tres veces e l vu lo r de la  m ediana de
la  respuesta a u to lo g a . Si no es o s f, e lim in a r  la  c é lu la  respondedora y 
re p e tir  los puntos 3 y  4 de la  p re pa rac iôn  de da los . R epe tir la  e tapa  1 
de este apartado si es necesorio .
3 -  C a lc u le r los va lo res norm al izados de respuesta (R N V ) (1) para cada
com b inac iôn  es tim u lado r-respondedor.
Este R N V  para un respondedor i  y  un es tim u lodo r j se c a lc u la  segun:
Mediana cpm (respondedor 1 , «atimulador j)
RNV^ . s — -------------------------------------------------------  X 100
75$ re s p u e s ta  (re s p o n d e d o r i l
4 -  C a lc u le r e l v a lo r 75 %  de los R N V  para cede c é lu la  es tim u lado ra .
5 -  C a lc u le r  los va lo res doblem ente norm al izados (D N V ) para coda com bina­
c iô n  respondedor-estim u lador segun:
RN\'ij
DNVij = ---------------------------------- X 100
75$ RNV (estimulador j)
3 . -  A S IG N A C IO N  DE A N T IG E N O S .
C ede c é lu lo  se t ip ô  a l menos dos veces con e l juego com p le te  
de cé lu lo s  hom ocigo tas de t ip a je  (HTC) en expérim entas separados.
El an ô lis is  de l con jun to  de todos los va lores de respuesta (D N V ) 
para code c é lu la  homo c i go to  se muestro en lo  f ig u ro  A .  Como puede observer se 
la  d is tr ib u c iô n  de los D N V  para coda c é lu la  d e fin e  b ie n  une zona de respuesta 
de t ip a je  (c u lt iv o  m ix to  n e g o tiv o ) , con un m oxim o en e l in te rv a lo  de D N V  en tre  
10 -30  y une zona de no t ip a je  ( c u lt iv o  m ix to  p o s it iv o ) con un m ôxim o en tre  
80 -1 1 0 ; sin em bargo, pore las e sp ec ific idod es  D'a/3 , Dw4 , Dw5 y Dw7 aparecfa  
un te rce r t ip o  de respuesta en e l in te rv a le  4 0 -5 0  de as ign ac iôn  dudosa.
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FIGURA A En la figura se muestra la distribucion para cada cclula de tipaje 
del conjunto de respuestas en los intorvalos de DOT senalados en el e je  de 
abcisas inferior.En ordenadas n représenta el n" de respuestas para un deter- 
ninado intervalo. La zona rayada, intervalo 3 5 < DNV < 5 0  , se corresponde con 
una respuesta de t ip a je  dudoso.
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En Funcion de esFos resulfados la  as ignac iôn  de los oniFgenos de las 
cé lu la s  a t ip a r se ha re a lîza d o  segûn los s igu ien fes c r ife rio s :
1 . -  D N V  ^  35 Respuesta de t ip a je
D N V  ^  50 Respuesta dudosa
D N V  ^  50 Respuesta n e g a tive  de tip a je
2 . -  Para cé lu la s  con 2 D N V  se ho os ignado uno de term inodo e s p e c ific îd a d  cuon- 
do a l menos uno respuesta era de t ip a je  y  la  o tro  dudosa; para cé lu la s  con
3 D N %  a l menos cuondo las trè s  respuestas eron dudosos.
4 . -  CELULAS H O M O C IG O T A S  DE TIPAJE (HTC) U T IIIZ A D A S
Las cé lu la s  hom ocigo tas de t ip a je  IHTC) fueron ced idos am ablem ente 
por e l p ro fesor H . Festenstein (Thw London H osp ita l) y  son los s iguientes:
Brandon D w l
D. Hat Dw2
S. C o Dw3
J . Lo Dw4
D. H i Dw5
S huffle Dw6
H . M i Dw7
F .P i (7w521) R e loc ionodo con Dw5
DB3
Los cé lu la s  se m ontuv ie ron  congélados en Pose goseoso de N ^  I fq u i­
do hasta e l momento de su u t i l iz a c iô n .
C U L T I V O S  M I X T O S  E SPE R M  A  T O  Z  O  I DE S - L  I N  F O C  I T O  S
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1 . -  C U LT IV O S  M IX T O S  E S P E R M A TO Z O lD E S -L IN FO C ITO S
Los e sperm atozoïdes se sepororun y  p u r if ic a ro n  lo i y  com o se des-
c r ib iô  on te rio rm en te  después de lo  cua l se resuspendieron en M e d io  de C u lt iv o  
a la  concentrée  i 
de los casos ( 1).
a c iô n  de 0 ,5 ,  1, 2 ,5 ,  5 , ô 10x10^ esperm a lozo ides/m l depend iendo
Las cé lu la s  respondedoros fueron los mismos que se u t i l iz o ro n  en
los experim entos de t ip a je  de l locus H L A -D  (2 ), siendo e l proceso de preparac iôn
id é n tic o  a l seMolado en tonces.
La o rg a n iza c iô n  de los c u lt iv o s  se re a liz ô  de manera s im ila r a los
c u lt iv e s  m ixtos de lin fo c ito s ; 1 0 0  yul de la  suspensiôn de esperm atozoides mas 1 0 0  ^ 1
de la  suspensiôn de lin fo c ito s  respondedores se c u lt iv o ro n  po r t r ip lic o d o  en uno
estu fa  a  3 7 -C  b o jo  5%  de C O «  y 95%  de humedod re la t iv e ,  d u ra n te .4 ,5  ô 6  dfos.
^  3
Transcurrido este tiem po se oModiô 1 y ;C i de H -M e t i l- t im id in o  (5 C i/m m o l; Im C i/IO m I)  
por p o c il lo  y  se incub ô  durante otros 16 horos.
3La d e te rm in oc iôn  de H -M e t i l - t im id in a  incorporodo se re a liz ô  de 
id é n tic o  modo a como se seMolô on te rio rm en te  para e l c u lt iv o  de lin fo c ito s .
En los experim entos se in c lu ye ro n  un con tro l n e g o tivo  (o u to log o  L .L ) (3 ) ,  
un c o n tro l de respuesta en e l c u lt iv o  m ix to  o u to lo g o  en e l que se cu lt iv o b o n  l in fo c i-  
tos y  esperm atozoides pe rten ec ien tes  o l m ismo in d iv id u o , y  un co n tro l p o s it iv o  ( c u l­
t iv o  m ix to  L . L m i t . C ) ®l  que los l in fo c ito s  respondedores se c u lt iv o b o n  con los 
l in fo c ito s  tro todos con m ito m ic in a  C  de l donante de los esperm atozoides.
Los %  de es tim u lo c iô n  se c o lc u lo ro n  segûn la  s igu ie n te  fô rm u la :
Cultivé Autologo L/L
donde M cpm  corresponde a la  m edia de las cpm de los t i ip lic o d o s  para coda 
com b inac iô n * E /L , e sp e rm a to zo id e s /lin fo c ito s ; L /L ,  l in fo c ito s / l in fo c ito s .
(1 ) Los c u lt iv o s  se o p lic o ro n  den tro  de los 4 horos después de la  o b tenc iôn  de la 
m uestra .
(2) O cos iono lm en te  se u t il iz o ro n  lin fo c ito s  frescos.
(3) L in fo c ito s  respondedores solos
C U L T I V O  M I X T O  C E L U L A S  S E M I N A L E S  N O
E S P E R M A T O Z O I D E S  (C .S .n o  E .)  - L I N F O C I T O S
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I . -  C U LT IV O  M IX T O  CELULAS SEM INALES N O  ESPERMATOZOIDES ( C. S .  no  E . ) -  . 
L IN F O C IT O S .
Los cé lu lo s  sém inales no esperm atozoides ob ten idos com o se seMolo 
on te rio rm en te  se resuspendieron después de los lavados en M e d io  de C u lt iv o ,  h o - 
b itu o lm e n te  a 0 ,5 x 1 0 ^  c é lu lo s /m l.
Com o cé lu lo s  respondedoros se u t i l iz o ro n  los l in fo c ito s  de in d iv id u o s  
que se hobfon em pleodo en los experim entos de t ip a je  H L A -D  y en c u lt iv o s  m ixtos 
e sp e rm o to zo id e s -lin fo c ito s .
La o rg a n iz a c iô n  de los c u lt iv o s  se re a liz ô  de id é n tic o  manera a l de l 
c u lt iv o  m ix to  e sp e rm o to zo id e s -lin fo c ito s  seMo lo d o  o n te rio rm e n te . N orm a lm en te  om - 
bos experim entos, c u lt iv o  m ix to  e sp e rm o to zo id e s -lin fo c ito s  y  c u lt iv o  m ix to  C . S .  
no E . - l in fo c ito s ,  se re a liz o ro n  s im u ltoneom en te .
Los %  de e s tim u lo c iô n  se de te rm inoron  ig u a l que para e l coso del 
c u lt iv o  m ix to  e sp e rm o to zo id e s -lin fo c ito s .
En los experim entos  se in c lu ye ro n  c u lt iv o s  m ixtos au tô logos en los 
que se c u lt iv o ro n  l in fo c ito s  y  C . S .  no E. de l m ismo in d iv id u o .
R E S U L T A D O S
E X P R E S I O N  S E L E C T I V A  DE P R O D U C T O S  
H L A - A , - B , - C , - B w 4 ,  B w 6  Y  - D R  E N  E S P E R M A T O Z O I D E S
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1 .-  SEROLOGIA H LA -A ; PRESENCIA PE A N T IG E N O S  H LA-A EN ESPERMATOZOIDES.
En la  Tabla I se muestran los resu ltados de los experim entos de c i to to x i-  
c id o d  sobre esperm atozoides u t i l iz o n d o  on tisueros d ir ig id o s  con tra  on tfgenos de l 
locus H L A -A .
Se u t il iz o ro n  los on tisueros: o n t i-H L A -A 3  (M AD R YC  4 1 B), o n ti-H L A -A w 2 4  
(M AD R Y C  I4B ) y o n t i-H L A -A 2 9 ,A 2  (M A D R Y C  2GB). Como puede observorse los 
on tisueros m oton los esperm otozo ides de los in d iv id u o s  portodores de la  e s p e c if ic i-  
dod H L A -A  co n tra  la  que von d ir ig id o s . El %  de cé lu lo s  muer to s osc ilo  a ire ded o r 
de l 3 3 % . Los on tisueros o n t i-H L A -A 3  (M AD R Y C  4 1 B) y o n t i-H L A -A 2 9 ,A 2  (M A D R Y C - 
20B) se ensoyoron odemos sobre los esperm atozoides de in d iv id u o s  que no  pose fan la  
e s p e c if ic id o d  con tra  la  que ib a n  d ir ig id o s  no  pudiéndose d e te c to r en estos casos d i -  
fe re n c io s  s ig n if ic o t iv o s  respecto  a los con trô les  n e g a tives .
P reviom ente se bob ldn  re a liz o d o  experim en tos de c ito to x ic id o d  u t il iz o n d o  
lin fo c ito s  de los donontes de los esperm atozo ides y otros lin fo c ito s ,  comprobândose 
que los on tisueros m atabon so lo  y  espec fficom en te  los l in fo c ito s  portodores de lo 
e s p e c if ic id o d  HLA con tra  la  que iban  d ir ig id o s .
Preporociones de esperm atozoides p u rific o d o s  de in d iv id u o s  H L A -A 3  p o s it i-  
vos o  H L A -A 2  pos itivos  obsorben o p re c io b le m e n te  los e sp ec ific idod es  o n ti-H L A  
correspondientes de los sueros o n t i-H L A -A 3  (M A D R Y C  4 1 B) y o n t i-H L A -A 2 ,A 2 9  
(M AD R Y C  2GB) d ilu id o s  a  su "en d  p o in t " .  Sin em bargo, los esperm atozoides de un 
in d iv id u o  H L A -A 3  n e g o tiv o  no  obsorben esta e sp e c if ic id o d  de l suero o n t i-H L A -A 3  
(M AD R Y C  4 IB ) .  Toblo 2 .
Esta obsorc ion de on tisueros o n t i-H L A -A  por los esperm atozoides se muestro 
depend ien te  de l numéro de cé lu la s  em pleodos. F igura 1. La o c t iv id o d  de l suero 
o n t i-H L A -A 3  (M A D R Y C  4 1 B) se é lim in a  progresiVom ente o l oum entor e l numéro de 
esperm atozoides u t i l iz o d o  en la  obso rc ion . Este oum ento en e l numéro de esperma­
tozo ides  no m o d ific o  s ig n if ic o tiv o m e n te  lo  o c t iv id o d  del suero o n ti-H L A -B w 4 4 , Bw45 
(M AD R Y C  4B) d ir ig id o  co n tra  on tfgenos extroOos o l donante de los esperm atozoides. 
S im ilo res  resultados se o b tu v ie ro n  para e l suero o n t i-H L A -A 2 ,A 2 9  (M AD R Y C  2GB).
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Figura 2 .
Se c o n c lu y e , por ta n to , que los esperm atozoides tien en  en su su p e rfic ie  
on tfgenos H L A -A , demostrodo todo e l lo  to n to  por c ito to x ic id o d  com o por absorc io* 
nés espec fficos .
% DE ESPERMATOZOIDES M UEKTOS EN ENSAYO DE C ITO TO X tO D A D  
U TIL IZA N DO  SUEROS A N T I-H LA -A
FENOTIPO HLA DONANTE  
DE LOS ESPERMATOZOIDES
A w24,A 3/B 14, Bw35/Cw4/Bw6/DR5, DRw6
A l , A 2/B w 5), B17/Cw6/Bw4/DR7
A l , A29/B37, Bw44/Bw4/DR7
A 3, Aw23/B40, Bw35/Cw4/Bw6
A l ,A2/Bw44, B17/Cw5/Bw4/DR4, DR7
Aw23, A l l/B w 44,X /C w 4/B w 4/D R 7, DR4
Aw3o, A3/B18, Bw51/Cwl ,Cw5/Bw4, Bw6/DR3
A1,Aw31/Bw44,B13/Bw4
















t a b l a  1 . -  Los ontisueros u tiliz o d o s  se usoron sin d i lu i r .  El %  de esperm atozoides 
muertos se c o lc u lô  de acuerdo  a com o se sePtolo en ^Vaterio les y M étodos ( p 6 g .7 6 ).






SUERO A N T I -HLA-A3 (MADRYC H IB )( l/3 )  :
-  Sin Absorber ..........................................................
-  Abtorfoido con espermatozoides puros del dononle:
I)  -  A 2 ,A 3 /B 7 ,B 4 0 /C w 3 /B w 6 ..................
3) -  A l,A 2 /B I7 ,B w 5 i/C w 6 /B w 4 ..............
3) -  A3,Aw24/B14,Bw3S/Cw4/Bw6.........
SUCRO ANTI-H LA -A2,A 29(M A D RYC  20B )(1 /I0 ) :
- S in  Absorber ..................................................»...
- Absorbido con espermatozoides puros del dononle:
I) -  A l,A 2/B w 51,B 17/C w 6/B w 4 ..............
7)  -  A 2 ,A 3 /B 7 ,B 40 /C w 3/B w & ..................











7 8,7  5 7 ,6  69,1
25,1 21,1 2 3 ,9
90
57,5
TABLA 2 -  En la  Tabla se muestra la  a c t iv id a d  restante en los sueros M ADR YC  4 1 B 
(A 3) y M ADRYC 20B (A 2 ,A 2 9 ) , expresodo como %  de lin fo c ito s  m uertos, después 
de lo  obsorc ion con preporoc iones de esperm atozoides pu rifico d o s  y se com poro con 
la  o c t iv id o d  e x is te n te  en los sueros sin obsorber. La obsorc ion se re o liz ô  en lo  p ro - 
p o rc io n : 10x10^ esperm o tozo ides / f j \  de suero o obsorber. Los sueros sin obsorber 
se m ontuv ie ron  en los mismos con d ic ione s  exp erim e n to le s .
Los feno tipos HLA de los l in fo c ito s  u tiliz o d o s  se in d ico n  en fo cobecero de coda 
co lum na .
ABSORCIO N  DE U N  SUERO A N T I-H L A -A 3  (M AD R YC  41B) ^  JJE 
O TRO N O  RELEVANTE (M A D R YC  4B) Ç O N _ C A N T ID A D E S  CREC(EN­







A M m V C  4« (1 /3)
50
MADRYC 41b (1 /3 )
0 ,5 xlO ospotmcilo7oido5/ul
FIGURA 1 .-  Utilizondo los espermotozoides de un individuo cuyo liprjjc HLA crti 
A3, Aw?3/Bw35, B40/Cw4/Bw6 sc obsorbioron dos suoios onli-ULA rliluir(us n su 
“end point"; el sucro MADRYC 40 es un of,li-Bw44, Ow45 y cl sucio TX'YC 4 10 
es un an li-A 3 , la  obsorcion se realizô cun confidodes crecicnfcs du c.purm'ilozoi- 
dcs. la  ciclividod icstonic en los sueros sc cnsoyô para cl coso du! f,A/\DRYC 4b 
con linfocitos HIA-Bw44 posilivos y poro cl MADRYC 41B con los linfocitos del 
dononle de los espermatozoides. Los octividodos rcslonlcs en los sucios se cxpiesan 
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2 , -  SEROLOGIA HLA-B; PRESENCIA DE A N T IG E N O S  HLA-B EN ESPERMATOZOIDES.
Se han u t i l iz o d o  tres on tisueros que de tec tobon especiF ic idades de l 
locus H LA -B : a n ti-H L A -B w 5 1 , Bw52, Bw35(M ADRYC VB), o n t i-H L A -B I8 , B14 FM AüRYC 28B) 
y o n ti-H L A -B w 4 4 , Bw45 (M AD R Y C  4B ). Estos on tisueros motobon exc lus ivo m en te  los 
l in fo c ito s  de los donontes de los esperm otozoides u t iliz o d o s  que pose Ton e s p e c if ic i­
dodes H L A -B  con tro  los que ibon  d ir ig id o s .
En lo  Toblo 3  se muestron los resultodos de los experim entos de 
c ito to x ic id o d  sobre esperm otozoides u t il iz o n d o  estos on tisueros. El suero o n ti-H L A -B w 5 1 , 
Bw52, Bw3 5 (M A D R Y C 9 B ) m oto los esperm otozoides de in d iv id u o s  H L A -B w 5 1 , Bw52 o 
Bw35 p o s it iv o s , m ien tros que sobre otros esperm otozoides e l %  de esperm otozoides 
muertos no d if ie re  op re c io b le m e n te  de los con trô les  ne go tivos . El suero o n t i-H L A -  
Bw 44,Bw45 (M A D R Y C  4B) m oto los esperm otozoides de los in d iv id u o s  H LA -B w 44 u t i ­
lizodo s  en los experim en tos. Este suero (M AD R Y C  4B) moto e l 13% y  e l 10% , re spec- 
t ivo m e n te , de los esperriK itozoides de dos in d iv id u o s  B12 ne g o tivo s . Sin em borgo, en 
dos experim entos mos sobre los esperm otozoides de l segundo in d iv id u o  los resultodos 
fue ron  c lo rom en te  n e g o tivo s . Como v o lo r m ed io  hoy que seMolor que los on tisueros 
o n t i-H L A -B  em pleodos m aton a ire ded o r de l 33%  de los esperm otozoides de in d iv id u o s  
que poseen la  e s p e c if ic id o d  con tra  la  que von d ir ig id o s .
El suero o n ti-H L A -B w 4 4 , Bw45 (M AD R YC  4B) se d ilu y ô  1 /3  ("e n d  p o in t" )  
y  se absorb i 6  con los esperm atozoides p u rifico d o s  de in d iv id u o s  H LA -B w 44 p o s itivo s  
(dos in d iv id u o s ) y H LA -B w 44 ,B w 45  nego tivos (dos in d iv id u o s ). Toblo 4 .
C uondo se exom inô  la  o c t iv id o d  restonte en los sueros obsorbidos sobre 
un pane l de lin fo c ito s  H LA -B w 44 pos itivos  se observé que esta o c t iv id o d  frabfo cosi 
desoporecido en o q ue llos  sueros que se hobfon absorb ido  con esperm otozoides de in ­
d iv id u o s  H LA -B w 44 p o s it ivo s . La obsorc ion con esperm otozoides de in d iv id u o s  H L A - 
Bw44,Bw 45 ne g o tivo s  no m o d ifico n  s ig n if ic o tiv o m e n te  la  o c t iv id o d  de l suero, to i com o 
se ve cuondo se com poro con lo  de l suero sin obsorber.
Este mismo suero o n ti-H L A -B w 4 4 ,B w 4 5  (M AD R Y C  4B) d i lu id o  1 /3  se 
obsorb iô  con los esperm otozoides p u rifico d o s  de un in d iv id u o  de fe n o tip o  HLA
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A 2 ,A w 2 4 /B 1 8 ,B w 4 4 /C w 5 /B w 4 ,B w 6 . Los on tisueros obsorbidos y sin absorber se 
titu lo ro n  fre n te  o los l in fo c ito s  de l donante de los esperm atozoides. Com o puede 
observorse en la  F iguro 3 lo  obsorc ion  con esperm otozoides d ism inuye o p re c io b le -  
mente e l t f tu lo  de l suero.
O tro  o n t i-H L A -B ,  e l o n tisue ro  o n ti-H L A -B w 5 1 , Bw52,Bw35 (M AD RYC  
9 B )(1 /1 0 ), se obsorb iô  con esperm atozoides p u rifico d o s  de in d iv id u o s  Bw51 o Bw35 
y  con esperm atozoides p u rifico d o s  de un in d iv id u o  de fe n o tip o  HLA A 2 ,A 3 /3 7 ,3 4 0  
C w 3 /B w 6 . Toblo 5. La o c t iv id o d  restan te  en los sueros se ensoyo sobre los l in fo c ito s  
de los doTKintes de los esperm atozoides y  otros l in fo c ito s  no  re lo c io n o d o s , y  se 
com poro con lo  o c t iv id o d  presente en e l suero sin absorber. Tob lo  S.
Los esperm atozoides. de los in d iv id u o s  Bw5) o  Bw35 p o s itivo s  em pleodos 
obsorben op rec iob lem en te  lo  o c t iv id o d  correspondiente de l suero o n ti-B w 5 1 , 3w 52, Bw35 
(M A D R Y C  9B). Lo obsorc ion con los otros esperm atozoides no re le von te s  no  o fe c to  sen 
s ib lem ente lo  o c t iv id o d  a n ti-H L A -B w 5 1 ,B w 3 5  de l suero M ADR YC 98 .
Lo obsorc ion  de este suero a n t i-H L A -B w 5 l, Bw52, Bw35 (M AD R Y C  9B) 
( 1/ 1 0 ) se m uestra, por o tro  lo d o , depend ien te  de l num éro de esperm atozoides u t i l i ­
zodos. F iguro 2 .
En lo  Toblo 6  se m uestron los resultodos de lo  obsorc ion  de un suero 
o n t i-H L A -B IB , Bw44, Bw45 que se hob fo  preporodo m ezc lo ndo  los on tisueros M ADR YC  
6 B (B IB ) y  M A D R YC  4B (B w 44,B w 45 ). Lo o c t iv id o d  o n ti-H L A -B 1 8  se e lim in o b o  cuon­
do  e l suero se obsorb io  con los esperm otozoides de un in d iv id u o  B18 p o s it iv o , Bw44, 
Bw45 n e g o tiv o  y  lo  o c t iv id o d  a n ti-H L A -B w 4 4  cuondo la  obsorc ion  se re o liz ô  con los 
esperm atozoides de un in d iv id u o  Bw44 p o s it iv o , BIB n e g o tiv o . Estas obsorciones no 
o fe c tobo n  o p rec iob lem en te  a la  o tro  e s p e c if ic id o d  presente en e l suero m e zc lo . E llo  
demuestro que los obsorciones son deb idos esp ec ificom e n te  o l o n tfg e n o  H LA -B  re le v o n - 
te presente en los esperm otozoides puros y  no  son debidos o un e fe c to  de d ilu c iô n  o 
n e u tro liz o c iô n  in e sp e c ffico  de l suero po r los esperm otozoides.
Después de los experim entos o ik iI izados en e l presente oportodo se con­
c lu ye  que los esperm atozoides lle v o n  en su membrono on tfgenos H L A -B .
% DE ESPERMATOZOIDES M UERTOS C N J N ^ Y O  D t C IT O T O X IC IDAD 
UTILIZA N DO  SUEROS ANTI-M LA-B
FENOTIPO HLA DONANTE  
DE LOS ESPERMATOZOIDES
A w 24,A3/B14, Bw35/Cw4/Bw6/DR5, DRwô 
A 1, A29/Bw44, B37/Bw4/DR7 
A l , A 2 /B w 5l, B17/Cw6/Bw4/DR7 
A3, Aw30/B10, Bw 5l/C w l ,Cw5/Bw4, Bvv6/DR3 
A2, Aw25/B7, Bw52/Bw4, Bw6/DR2, DRw9 
A3, Aw23/flw35, B40/Cw4/Bw6 
A2, A w 24/B I8 , Bw44/Cw5/Bw4, Bw6 






















TABLA 3 . -  Los %  que se muestron en  la  Tabla fue ron co lcu lo dos  segûn se in d ic é  
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T IT U L A C IO N  DE U N  SUERO A N T I H LA -B  S IN  ABSORBER 









1/2  1 /3  1/4 log Di lue ion del Suero
FIGURA 3 . -  El suero onli-HLA-Bw44, Bw45 (MADRYC 48) ( l/3),c:b ioil.iilu  con 
esperniolozo.dos de un individuo Bw44 positivo, y sin absorber, se tituloron r.or 
dilucioncs piugresivos con Medio Honks frcnto o linfocitos del dononle do les 
espermntozoidos. En lo Figuro se muestron los % do eclulos r.iuorfos cn el cn- 
soyo para coda dilueiôn de ombos sueros. '
BIBLIOTfcCA
n L
A B S O R C IO N  CE U N  SUERO A N T I H LA -B  C O N  PREPARACIONES
DE ESPERMATOZOIDES PURIFICADOS
SUERO ANTI-HLA-Bw5 I ,w52,w35(MADRYC 9B)(1/10) ;
-  Sin Absorber ..........................................................
-  Absorbido con «spermotozoidot puros del donante;
1) -  A l,A 2/B w 51,B 17/C w 6/B w 4 ................
2 )-  A 2 ,A 3 /B 7 ,B 4 0 /C w 3 /B w 6 ....................










TABLA 5 . -  La absorc ion  se re a liz ô  en la  p ropo rc iôn  10x10 esp erm a tozo id es / yul 
de suero a absorber. Los fen o tipo s  de los l in fo c ito s  u t i l iz o d o s  en e l ensoyo de 
la  o c t iv id o d  restante se muestron en la  cobecero de coda co lum na . Estas o c t iv i -  
dodes se expreson como %  de cé lu la s  muertos en e l ensoyo.
I l l
ABSORCION ESPCCIFICA DE ACTIVIDADes  A N T I-IILA  I) 
C O N  PREPARACIONLS DE ESPERMATOZOÏDES .
O
SUERO MEZCLA(MADRYC4B;Bw44,B«^5) (MADRYC 6»;B18) :
- Sin Absorber ................................................. .........
-  Absorbido con espermotofoides puros del dononle:
1 ) - A l,A 29/0w 44,B 37 /0w 4 ............................................










TABLA 6 . -  El suero se p réparé m ezc iondo  dos on tisueros, M ADR YC  48  (B w 44,Bw 45) 
y  M ADRYC 6 B (B18) en la  p ropo rc îôn  1 :2 , resuUando a una d ilu c ié n  f in a l corres- 
pond ien te  a las d ilu c io n e s  "e n d  p o in i"  para cada suero. La absorc lén se re a liz é  
en la  prop ore ién 10x10^ e spe rm atozo ïdes/ y||l de suero. Los sueros absorb idos con 
esperm atozoïdes o sïn absorber se ensoyoron Trente a un pane l de lïn fo c ito s  Bw44 
posïtïvos o  BIS posïtïvos co n s titu ïd o  por los lin fo c ï to s  de los donontes de los es- 
perm atozoïdes y lïn fo c ïto s  de o tros ïnd ïv iduos  no re loc ïonados. Los vo lo res re p re - 
senton e l %  de cé lu lo s  muer tas en e l ensayo.
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3 . -  PRE SE N C I A  DE A C T IV ID A D  A N T I-E S P E R M A T O ZO lD E S  E N  SUERQS A N T I-H L A -A  
Y  A N T I-H L A - B .
Los sueros M AD RYC 9B (B w 51,B w 52, B w 35 ),M A D R Y C 4 1 B (A 3 ) y  M A ­
DRYC 4 6  (B w 44,Bw 45) se ensoyoron sobre esperm atozoides en experim entos p r e l im i-  
nores y  ré su lté  que motobon inespec fficam en te  los esperm atozoïdes de ïnd ïv iduo s  
que eron  posïtïvos o no para la  e sp e c ïfïc ïd a d  con tra  la  que ïban d ïr ïg ïd o s . Esta 
ïne sp e c ïfïc ïd a d  no aparecTo cuondo los sueros se ensoyobon sobre los lïn fo c ïto s  de 
los donontes de los esperm atozoïdes.
Esta ïne spec ïfïc ïdad  sobre esperm otozoïdes se e lïm ïnob o  cuondo 
los sueros se absorb fan con una p reporocïén  de membranes de h ïgodo de ro ta  p u r i-  
fïca dos  (1 ), com o se muestro en la  Tabla 7 . En e l experïm en to  que se muestro boy 
que se Molar que e l suero o n tï-B w 4 4 , Bw45 (M AD R Y C  4B) obsorbïdo con la  p re p e ro - 
c ïon  de membranes no moto op rec ïa b lem e nte  los esperm otozoïdes de uno de los ïn -  
d ïv ïduos Bw44 posïtïvos . El 28%  de los esperm otozoïdes de un ïn d ïv ïd u o  de fe n o tïp o  
HLA A w 2 3 ,A l 1 /B w 4 4 ,X /C w 4 /B w 4  son motados por e l on tïsuero  o n tï-H L A -A 3  
(M AD R Y C  4 1 B) ob sorb ïdo . H L A -A l 1 y  H L A -A 3  muestron por o tro  lo d o  une fu e rte  
re o cc lé n  c ru z a d o .
Se deduce que ex is te  o c tïv ïd a d  on ti-espe rm a tozo ïdes  en o lgunos 
sueros o n tï-H L A ; esta o c tïv ïd a d  se puede e lïm ïn o r m edïon te obsorcïones con ex tro c to s  
de h ïg odo  de ro te . Este m étodo de absorc lén  de o c tïv ïd a d  tïsu lo r ïne spec ffïco  ha sïdo 
u t ï lïz o d o  en ïnm uno log fo  desde hoce tïem po para e lïm ïn o r tïnc ïones ïnespecffïcos  en 
ïnm uno fluorescencïo  de ou to -a n tïcu e rp o s .
(1) La absorc lén  con la  p reporocïén  de membrortos de h ïg odo  de ra ta  no o fe c to  a 
la  o c tïv ïd a d  o n tï-H L A  de los sueros segun pudo comproborse cuondo est os sueros 
o n tï-H L A  obsorbïdos se ensoyoron sobre un pa ne l de lïn fo c ïto s  H L A -A 3 ,B w 3 5 ,B w 5 1 , 
B w 52éB w 44 posïtïvos. Esta o c tïv ïd a d  o n t ï -H L A ,  sïn em bargo, era e lïm ïnod a  to to l-  
mente cuondo est os lïn fo c ïto s  se u tï lïz o b o n  en la  ab so rc lén . Los sueros obsorb ï- 
dos exc lus ïvom en te  con lïn fo c ïto s  (no obsorbïdos con la  p reporocïén  de membra­
nes) segufon sïendo ïnespecïfïcom ente  c ïto té x ïc o s  para los esperm otozoïdes.
A B S O R C IO N  DE AN TIC U ERPO S N O  A N T I-H L A  EN 3 SUEROS A N T I-H L A
ft
FENOTIPO HLA DONANTE  
DE LOS ESPERMATOZOÏDES :
A l , A 2/017 , Bw51/Cw6/Bw4/DR7 56 21,3 100 0 47 3
A 3, Aw23/Bw35, B40/Cw4/Bw6 - 27,2 - 22 - 10,2
A l i ,  Aw23/Bv/44, X/Cw4/Bw4 100 16,8 100 28 90 28
A3,Aw30/B18, Bw51/Cwl ,C w 5,^w 4, Bw6 54,5 27,8 86,7 28,4 7 5,2 0
Al,Aw31/Bw44,B13/Bw4 35 0 68 0 79 5
A 2, Aw24/Bw44, B 18/Cw5/Bw4, Bw6 2 9,9 0 72,4 0 8 9 ,5 2 3 ,2
TABLA 7 . -  En la  Tabla se muestra e l %  de esperm otozoïdes muertos en test de 
c ito to x ic id a d  para los sueros M AD RYC 9B, M A D R YC  4 1 B y  M ADR YC  4B obso rb ï- 
dos y sïn absorber con uno p repa rac iôn  de membranes de h ïgodo de ro ta . Los 
sueros se ensayaron Trente a los esperm otozoïdes de ïnd iv ïduos que pose fan o  no 
la  e s p e c if ic id o d  con tra  la  que ïban d ïrïg ïd os .
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4 . -  SEROLOGIA H LA-C ; AUSENCIA PE A N T IG E N O S  HLA-C  EN ESPERMATOZOIDES.
02
N in g u n o  de los tres sueros o n t i-H L A -C , BwOSx Dq^  (C w 4), B IO -
112128 (C w 4) o  M AD RYC  2B (C w 5) m oto op rec ïa b lem e nte  los esperm otozoïdes de
Ïnd ïv iduo s  Cw4 o C w 5 po s itivo s  re spec tivom en te . Tabla  8 . Estos sueros motobon
los lin fo c ï to s  de los donontes de los esperm otozoïdes que poseïdn la  esp e c ïfïc ïd a d
02
correspo nd ie n te , y  en co n c re te  e l BvwOSx Dq^  (C w4) m otobo e l 100%  de los l ïn fo c ï ­
tos Cw4 posïtïvos a urxj d ïlu c ïô n  de hosto 1 /1 0  ("e n d  p o in t" ) .
02
La o c tïv ïd a d  restan te  en los sueros BwÜSxD._ (C w 4) (1 /1 0 ) ,
02
M A D R YC  2B (C w 5) y  BwOSx Fq^  (C w 3) (1 /2 )  obsorbïdos con esperm otozoïdes de
ïnd ïv iduo s  que pose fan las especïfïc ïdodes correspondïentes se ensayo Trente a
lïn fo c ïto s  de los donontes de los esperm otozoïdes y se com paré con la  o c tïv ïd a d  en
e l suero sïn absorber. Estos resu ltodos se muestron en la  Tab la  9 . Como puede
observorse la  o c tïv ïd a d  no se m o d ïfïco  por la  absorc lén  con esperm otozoïdes. El 
02
suero Bw05xDQg(Cw4) (1 /1 0 ) tom poco se absorbe con los esperm otozoïdes de un 
ïn d ïv ïd u o  C w 6  p o s ïtïvo .
Se co n c lu ye  que no ex ïs ten  m o lécu los  H L A -C  en la  su p e rfic ie  
de esperm otozoïdes p u rïfïco d o s , de o cu e rdo  con los experim entos de c ïto to x ïc ïd o d  
d ire c te  y  absorc lén e fectuodos po r nosotros.
% DE ESPERMATOZOIDES MUERTOS EN ENSAYO Df. CITQT(jXIC!DAO
UTILIZANDO SDFROS ANTI-HI A C
FENOTIPO HLA DONANTE S 
DE LOS ESPERMATOZOIDES :
A3, Aw24/B14, Bw35/Cw4/Bw6/DR5, DRw6 
A3, Aw30/B18, Bw5I/Cw1 ,CwVBw4, Bw6 




TABLA 8 . -  En los experim en tos los sueros se u t i l iz o ro n  ne tos. El %  se c a lc u lé  
segun se in d ic é  en M a te r ia le s  y  M é to d o s (p é g .7 6 ). Com o co n tro l p o s it iv o  se u t il iz o ro n  
on tisueros o n t i-H L A -A  o o n t i-H L A -B  u tiliz o d o s  en otros ocosiones y que m otoban 
los esperm o tozo ïdes.









Î !5f 3 5
SUERO ANTI-HLA-Cw4 ( Bw05xd“ ) (1/10) :
-  Sin Abiofber .......................................................
-  Abiorbldo con «iparmoloioide* puroi dol dohonlo;
1) Al,A2/B17,Bw51/Cw6/Bw4 ....................
2) A2,Aw32/B14,Bw35/Cw4/Bw6..............
SUERO ANTI-HI.A-Cv5 (MADRYC 2B )
-  Sin Absorber .......................................................
-  Absorb Ido con eiparmolozoldos pures dol donsmto:
1) Aw24,A2/Bw44,BI8/Cw5/Bw4,Bw0 . ..
SUERO ANT I-HI. A-Cw 3 (Bw05xF°g ) (1/2) :
-  Sin Absorber .......................................................















TABLA 9 . -  La absorc ion se re a liz e  en la  p ropo rc ion  10x10 esperm a lozo ldes/yw l 
de suero a absorber. Los a c tiv id o d e s  restantes se representan com o %  de lin fo c ï to s  
muertos en e l ensayo de m ic ro lin fo c ito to x ic id a d .
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5 . -  S E R O LO G IA  H LA -B w 4 ,B w 6 ; A U S E N C IA  DE A N T IG E N O S  B w 4,Bw 6 EN  ESPERMA­
T O Z O ID E S .
Très sueros a n ti-H L A -B w 4  (V R -1 2 1 2 3 .7 , V R -1 6 9 8 6 .2  y  V R - 
2 3 9 4 4 .2 ) y  dos a n ti-H L A -B w 6  (H IN C H C L IF F E , y  V R -1 2 0 7 .2 ) se ensoyoron en 
experim entos de c ito to x ic id a d  fre n te  a  los esperm otozoïdes de in d iv id u o s  Bw4 p o s it i­
vos o  Bw6  po s it ivo s , segun los cosos. Tabla 10. Los %  de esperm otozoïdes 
m uertos no  d ife rfcn  s ig n if ic o tiv a m e n te  de los con trô les  nega tives u t i l iz o n d o  en lugar 
de b n tisu e ro  suero A B  R fît Los sueros, que se u t il iz o ro n  netos en los exp e rim e n tos , 
m otoban los lin fo c ï to s  de los in d iv id u o s  donontes de los esperm otozoïdes. El suero 
H IN C H C LIFFE  tie n e  un t i tu lo  sobre lin fo c ïto s  Bw6 , Bw6  de 1 /2 0 .
La absorc ion  de los sueros H IN C H C LIFFE  (Bw6 ) (1 /2 0 ) y  V R - 
16 986 .2  (Bw4) con esperm otozoïdes de In d iv id u o s  Bw6  o Bw4 p o s it ivo s , re s p e c tiv o - 
m ente , n o  o fe c to  a  la  o c tïv ïd a d  de los sueros, como se observé a l testor la  o d t iv i-  
dod restan te  sobre lin fo c ï to s  Bw6  o  Bw4 p o s it ivo s . Tabla 11.
Se deduce que no ex is ten  on tfgenos o dé term inantes B w 4,B w 6 en 
la  s u p e rfic ie  de los esperm otozoïdes.
% DE ESPriîAAATOZOlDFS MUERTOS EN ENSAy o  DE CITOTOXICIDAD
UTILIZANDO SUEROS AN ri-HLA-Uw4, Uw6.
g i i
$ I
ï 3 3 2i <I i 3I
DONANTES ■f< < i< ?<
DE LOS ESPERMATOZOIDES :
A 3, Aw24/B14, Bw35/Cw4/Bw6/DR5 
A l , A2/B17, Bw51/Cw6/Bw4/C«7 
A 3, Aw23/B40, Dw35/Cw4/Bw6 
A 9,A 2 9 /B I8 , Bw51/Cwl/Bv,6/DR2, DR5 
A l ,A2,/|)w44, B17/Cw5/Bw4




t a b l a  1 0 .-  Como con trô les  po s itivo s  en estos experim entos se u t il iz o ro n  sueros 
o n t i-H L A -A  o o n t i-H L A -B  usodos en o tros  ocosiones y que motoban los e sperma­
tozo ïdes. El %  de c ito to x ic id a d  se c a lc u lé  segun se describe en M a te ria le s  y 
M étodos( pn g . 76 ).
NO ABSORCION DE SUEROS ANTI-m.A-Bw4, rw/6 POR PREPARACIONE^
PURIFICADAS DE ESPERMATOZOIDES
F E N O rirO  tl'uA LINFOCÏTOS PANEL
SUERO ANTI-H LA -Bw 6 ( HINCHCLIFFE )(1 /20) : |
-  Sin Absorber .................................................... j
-  Absorbido con espermatozoïde# purot del donante: |
1 ) -  A 2 ,A 3 /B 7 ,B 4 0 /C w 3/B w A ....................
2 ) -  A 2,Aw 32/Uw 35,B I4/C w 4/Bw 6
3 ) -  A I,A 2 /B I7 ,D w 5 l/C w 6 /B w 4  . . .
SUERO ANTI-ITLA-Bw4 ( VR 16936.2 ) :
-  Sin Absorber ......................................................
-  Abiorbldo con espormolozoidei puro# del donante:















TABLA 1 1 .-  En la  Tabla se representan las a c tiv id o d e s  restantes en los sueros 
com o %  de l in fo c ito s  muertos en ensayo de m ic ro lin fo c ito to x ic id a d . Los sueros 
se absorb ie ron en la  p ro po rc ion  10x 10  esperm o tozo ïdes/ j i \  suero a absorbe r.
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6 . -  SUEROS A N T I-H L A  PO LIESPECIFICO S.
Un suero, SEVI 61 , m otobo los esperm otozoïdes de todos los 
in d iv id u o s  BW4 p o s itivo s  que se ensoyoron en experim entos p re lim in o re s .
La absorc ion de este suero con los esperm otozoïdes de dos 
in d iv id u o s  de fe n o tip o  HLA A l , A 2 /B 1 7 , B w 51 /C w 6 /B w 4  y A w 2 3 ,A l l /B w 4 4 ,X /  
C w 4 /B w 4  e lim in a b a  esp ec fficom en te  la  c ito to x ic id a d  de este suero h a c ia  un panel 
de l in fo c ito s  B17 p o s itivo s  o Bw44 po s it ivo s , re spec tivam en te , que tam bién  eron 
Bw4 p o s it ivo s . Tabla 12. E llo  demostrâ que este suero co n tie n e  uno m e zc la  de 
a n ticue rp os  c o n tra  an tfg e n o sd e l locus H L A -B  y  no  con tra  dé term inantes Bw4, La 
absorc ion  e sp e c ffico  por los esperm otozoïdes de a n ticu e rp o s  o n t i-H L A -B  y no de 
o n ti-B w 4 ,B w 6  puede se rv ir para la ,  a m enudo, d i f i c i l  to reà  de d is tin g u a  se ro lô g i- 
com ente on tisueros a n ti-B w 4 ,B w 6  de otros p o lie s p e c ffic o s  o n t i-H L A -B .




SUERO SEVI 61 (1 /15) :
-  Sin Absorber ............................................................
-  Absorbido con espermotozoïdes puros del dononle:
1) -  A l,A 2/B 17,B w 51/C w 6/B w 4 ......................
















TABLA 1 2 . -  El suero SEVI 61 se u t i l iz e  en lu  absorc ion  d ilu id o  1 /1 5  ("e n d  p o in t" ) .
La absorc ion se re o liz ô  en la  propO rciôn 10x10^ e sperm atozo ïdes/ yul suero. El sue­
ro  absorb ido  o sin absorber se testé fre n te  a  un panel de cé lu la s  Bw44 y /o  B17 p o ­
s itiv a s . Se rqsresenta e l %  de l in fo c ito s  muertos en e l ensayo.
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7 . -  SER O LO G IA  H LA -D R ; A U S E N C IA  DE A N T IG E N O S  H LA -O R  EN  E SP E R M A TO ZO I­
DES.
En la  Tabla 13 se muestra e l con (unto  de los experim entos de 
c ito to x ic id a d  sobre esperm otozoïdes u t i l iz o n d o  on tisueros a n ti-H L A -D R . N in g u n o  
de los cua tro  on tisueros u t iliz o d o s  mata a p rec iab lem en te  los esperm otozoïdes de 
in d iv id u o s  que poseen la  e s p e c if ic id o d  co rrespo nd ie n te . El suero a n ti-H L A -D R 7  
(B C N -6 B) moto e l 7 ,8 %  y e l 1 1 ,4 %  en dos experim entos repetidos sobre los es- 
perm atozo ides de un in d iv id u o  DR7 p o s it iv e . Estos esperm otozoïdes son motados 
osim ism o, 1 ,6 %  y  7 ,3 % , por un a n tisue ro  o n ti-D R 2  (M AD R Y C  16B), e s p e c if ic id o d  
que no posee e l donante de los esperm otozoïdes. E llo  puede ser d e b id o  a  o c t iv i -  
dod o n t i-H L A -A  o -B  res idua l (Véase d iscus io n , p o g . 192).
Los on tisueros u tiliz o d o s  m otoban, en ensayo de m ic ro l in fo c ito ­
to x ic id a d , los lin fo c ito s  B de los donontes de los esperm otozo ïdes.
Los sueros B C N -6 B (DR7), LAM AR Q U E (DR5) y  BEUREL (D R l) 
se absorb ie ron con los esperm otozoïdes de in d iv id u o s  que pose fan las e s p e c if ic id o -  
des H LA -D R  correspondïentes. Los sueros obsorbidos se t itu lo ro n  ju n to  con los sueros 
sin absorber con los l in fo c ito s  B de los donontes de los esperm otozoïdes, no  encon tràn - 
dose d ife re n c io s  op re c io b le s  e n tre  ombos sueros, obsorbidos y sin absorbe r. F igura  4 .
Los on tisueros a n ti-H L A -D R , B C N -6 B (DR7) y Ly Thompson (D R 7+ 
DR3) se absorb ie ron , por o tro  lo d o , con con tidodes c re c ie n te s  de esperm otozoïdes 
de un in d iv id u o  de fe n o tip o  HLA A l,A 2 /B 1 7 ,B w 5 1 /C w 6 /B w 4 /D R 7  (F igura  2 ) ,  no 
encontrondose d ism înuc ion  en la  o c t iv id o d  de l suero obsorb idd  cuondo se testé  
sobre los lin fo c ito s  B de l donante de los esperm otozoïdes. Estos mismos e sperma­
tozo ïdes absorb fa n ,  en e l mismo e xp e rïm en to , las a c tiv id o d e s  correspondïentes de 
los sueros an ti-B w 5 1  ,w 5 2 rw 3 5 (M A d R Y C  9B) y  a n t i-H L A -A 2 ,A 2 9  (M AD R YC  20B).
Se com pruebo ,por to n to , que por c ito to x ic id a d  y absorc lén  con 
esperm otozoïdes puros, no se d é te c ta  H LA -D R  en la  su p e rfic ie  de los esperm otozoïdes.
%  DE ESPERAMTOZOlDES MULKTQ5 EN LNSAYO^DE_CITOTOXJCmAD  
U TLIZANDO SLEROS ANTI-HLA-DR
FENOTIPO HLA DONANTES  
DE LOS ESPERMATOZOIDES :
A 3, A w 24/B I4,0w 35/Cw 4/B w 6/D R5, DRw6 
A I , A2/B17, Bw51/Cw6/B.v4/DR7 
A I , A29/Bw44, B37/Bw4/DR7 
A 2, Aw25/Bw52, B7/Bw4, Bw6/DR2, DRw9 






TABLA 1 3 . -  Los sueros se u t i l iz o ro n  netos. El %  se c a lc u lé  segûn se in d ic o  en 
M a te ria le s  y M é todos. Com o c o n tro l p o s it iv o  se u t i l iz é  un an tisue ro  o n t i-H L A -A  
o o n t i-H L A -B  de los m encionodos a n te r io r m ente y que re occ iono bo  pos it ivom ente 
con los esperm otozoïdes.
T IT U L A C IO N  DE SUEROS A N T I-H L A -D R  ABSORBIDOS Y  S IN  




\/3 1/4 log Dil. Suero
F IG IIR A  4 . -  Loi figu ros  rcp iesen lan  los %  rte lin ing itos B muertos en onsnyo de 
c ito to x ic id a d  Je ios sueros que  se in d ic o n  □ los d ilu c ion e s  que sc scrto lon, Los 
lineos coo linuos co iiaqsondcn  a los sueros sin o b io rb e r, les Ifeeos in terrun ip idas 
conc:s|'nn.icn a  les sueros obsorbidos con los csperm oto/oldcs de ind iv iduos que 
pose Kin lu  e sp e c ific id o d  H L A -W ! coucspond icn to  o l sucio  u ti liz u d o . Les lin fo c ito s  
B u tiliz o d o s  en e l cnsnyo fueron los de los donontes de los espermotozoïdes. Lu 
o b 'o rc iô n  $c re o liz ô  en lu  prcporW ôn 10% 10^  esperm otozoïdes/ yul suero o absorber.
A) Suero B C N -6B (D K /) obsorbïdo con los espermotozoïdes de un in d iv id u o  A l ,  
A 2/ B I 7 ,B w 5 f /C w 6/B w 4/ t ! l< /  y 8C N - 6 B (L « 7) sin o bso rb c i.
B) S iie io BEUREL (D R i) o fjso r liid o  c c '  los cspcnnotozo id  .s de un in d iv id u o  A 2 , 
A w 7-t/ ltw 4 4 ,D I8/C w .0/b w 4 ,B w 6/i)R I,L )R 5 y BEUREL (D R I) sin ousorber.
C) Sueio I A ,\iA R O U L (ÜRS) obso ib ido  con los espcrmutozoides de un ind i-dduo  
A 2 . A  v2 'l/B \v 4 4 , b l6/CwS/B'A-4 , R v / . / r f : ' ,  f f l  y  lA V u M iO lii:  (DR)) s:n nt.sod.e i.
i :  ■'
E X P R E S I O N  DE A N T I G E N O S  H L A - A  , -  B , - C  , -  B w 4  , B w 6  
E N  C E L U L A S  S E M I N A L E S  N O  E S P E R M A T O Z O I D E S .
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1 . -  EXPRESION DE A N T IG E N O S  H L A -A ,-B ,-C ,-B w 4 ,B w 6  E N  CELULAS SEM INALES 
N O  ESPERM ATOZOIDES.
A ) H L A -A
El suero a n H -H L A -A 2 ,A 2 9  (M ADR YC 2 0 B ) ;(1 /1 0 ) se obsorb iô  con 
los esperm otozoïdes p u rific o d o s , cé lu la s  sém inales to ta les  (esperm otozoïdes mas otros 
cé lu la s  sém inales) y  l in fo c ito s  de très in d iv id u o s  H L A -A 2  p o s it ivo s . Los a c tiv id o d e s  
restantes en las sueros se ensoyoron sobre los l in fo c ito s  de los mismos in d iv id u o s .
Tabla 14. Como puede observorse, to n to  los lin fo c ito s  como los cé lu la s  sém inales 
to ta le s  obsorben po r com p le to  la  o c t iv id o d  o n t i-H L A -A 2  de l suero M A D R YC  20B 
(1 /1 0 ) . Los esperm otozoïdes p u rifico d o s  de l in d iv id u o  A 2 ,A 3 /B 7 ,B 4 0 /C w 3 /B w 6  obso r- 
ben op roxim odom ente e l 3 0 % , los de l in d iv id u o  A l  ,A 2 /B 1 7 , B w 51 /C w 6/B w 4 un poco 
mas y  los de l in d iv id u o  A 2 ,A w 3 2 /B 1 4 , B w 35 /C w 4/B w 6 la  to ta lid o d  de la  o c t iv id o d  
o n t i-H L A -A 2  présente en e l suero M AD RYC  20B (1 /1 0 ) . Por to n to , ex is te n  on tfgenos 
H L A -A  en cé lu la s  sém inales no  esperm otozoïdes (véose d iscusion pé g . 182).
B) H LA -B
La a c tiv id c d a n ti-H L A -B w 5 1  d ism inuye en un 65%  cuondo e l suero 
M A D R YC  9B (1 /1 0 )  se absorbe con los espermotozoïdes p u rifico d o s  de un in d iv id u o  Bw51 
p o s it iv o . La absorc ion de este suero con cé lu la s  sém inales to ta le s  o  con l in fo c ito s  de 
este mismo in d iv id u o  é lim in a  cosi com pletom ente esta o c t iv id o d . Tabla 15. Estas mismos 
absorciones re o lizodo s  con c é lu la  de un in d iv id u o  n e g a tivo  para las e sp e c ific idod es  
con tra  los que va d ir ig id o  e l suero M ADR YC  9B no o fe c to n , en n ingun coso, a  la 
o c t iv id o d  de l suero. Como en e l opo rto do  a n te r io r , se co n c lu ye  que ademàs de los 
esperm otozoïdes, otros c é lu la s  sém inales tien en  on tfgenos H LA -B  (véose d iscusion 
pôg . 182).
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C) H LA -C
02
La a c tiv id a d  de l suero a n t l-H L A -C w 4  (BwOSx Dq^ )  no se o fe c to  sen-
sîb lem ente después de la  absorc ion  con los esperm otozoïdes pu rifico d o s  de un in d iv id u o  
Cw4 p o s it iv o  o de un in d iv id u o  C w 6  p o s it iv o . Esta o c t iv id o d  o n ti-H L A -C w 4  es é l im i­
na do , sin em bargo, cuondo se u t il iz o b o n  cé lu la s  sém inales to ta le s  o l in fo c ito s  de l 
in d iv id u o  Cw4 p o s it iv o  y  d ism inu fo  sensib lem ente cuondo eron los cé lu la s  de l in d iv id u o  
C w 6  p o s it iv o  los que se u t il iz o b o n  en la  ab so rc ion . Tabla 16. H LA -C w 4  y  H L A -C w 6
m uestron, por o tro  lo d o , re o cc lé n  cruzodo  y  los an ticue rp os  présentes en e l suero 
02
B w 05xD q2 pueden d e te c to r de te rm inontes  comunes a Cw 4 y  C w 6 .
Se co n c lu ye  que no se d e te c to  o n tfg e n o  H LA -C w 4  en e sperm atozoï­
des (véose resultodos pog. 11 6 ) y  que otros c é lu la s  sém inales presenton este on tfg e n o  
en su p e rfic ie  (véose d iscus io n , pég . 183 )•
D) H LA -B w 4 ,B w 6
El suero H IN C H C LIFFE  (Bw6 ) (1 /1 5 ) no  se absorbe con preporociones 
p u rifico d o s  de los esperm otozoïdes de un in d iv id u o  Bw6  p o s it iv o . Sin em bargo, esta 
o c t iv id o d  o n ti-B w 6  se obsorbe cosi to to lm e n te  cuondo se u t i l iz o n  los célulos* sem inoles 
to ta le s  en lo  obso rc ién . Los l in fo c ito s  obsorben com ple tom ente  lo  o c t iv id o d  de l suero 
H IN C H C LIFFE  (Bw6 ) .  Tabla 17. Lo o c t iv id o d  o n ti-B w 6  présente en e l suero no se 
m o d if ic o  op rec iob lem en te  cuondo se u t i l iz o ro n  los cé lu lo s  de un in d iv id u o  Bw6  n e g o ti-  
vo poro lo  obsorc ién .
Se deduce que Bw6  no  se expreso en esperm otozoïdes (véose resultodos 
pég. 119 ) y  si en otros c é lu lo s  sem inoles (véose discusién pég. 183 ).
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ABSORCION DE UN  SUERO A N T I-H L A -A  C O N  DISTINTAS PREPARACIONES
DE CELULAS SEMINALES Y LINFO CITO S DE IN D IV ID U O S H LA-A2
I
SUERO ANTI-HLA-A2,A29 (MADRYC 20B)(1/10) ;
-  Sin Absorber ....................................................
-  Absoibicio con espermotozoïdes puros del dononle:
I ) A2, A3/B7, B40/Cw3/Bw6.........................
2) A1,A2/B17,Bw51/Cw6/Bw4 ....................
3) A2,Aw32/BI4,Bw35/Cw4/Bw6................




-  Absorbido con linfocitos del dononle:
1) A2,A3/B7,B40/Cw3/Bw6 ..................
2) A I,A 2/B I7 , Bw5l/Cw6/Bw4 ...................










TABLA 1 4 .- Se mucslion los oclividudcs rcstanies en el sucio on ti-l II.A -A2, A2? 
(MA(5RŸC 20B) (1/10) dcspues dc la absorcion con los espermotozoïdes puiifico- 
dos, Ins cclulos senilrinles tololcs, y los llniocitos do 1res individuos ULA-A2 po­
sitivos. Lci absoicioncs se leolizoron cn b:; proporcionos siguicnics:
-  Espormatoroides puros: (v /v ) 10x10^ cspermalozoidcs/ i/l de suero.
-  Cclulos seniimlcs totales: (v /v )
-  Linfocitos: BxiO^ linfocitos/ de suero.
Las actividodes restantes sc exprcsan como % de linfocitos muertos en el ensayo.
ABSORCION DE U N  SUERO A N T I-H LA -B  C O N  DISTINTAS PREPARACIONES
DE CELULAS SEMINALES Y LINFO CITO S
SUERO ANTI-HLA-Bw51,w52,w35(MADRYC 9B)(1/10) :
-  Sin Absotber ......................................................
- Absorbido con espermotozoides puros del dononle:
1) Al,A2/Bw51,Bl7/Cw6/Bw4 ..............
2) A2,A3/B7,B10/Cw3/»w6 ..................
-  Absorbido con ceiulos semirtoles totales del donante:
• 1 )  A 1 , A 2 / B w 5 I , B I 7 / C w 6 / B w 4  ........................
2) A 2 , A 3 / B 7 , B 4 0 / C w 3 / B w 6  ...........................
-  Absorbido con linfocitos del dononle:
1 )  A 1 , A 2 / B w 5 1 , B 1 7 / C w 6 / B w 4 ...... ..................












TABLA 1 5 . -  Se muestron las a c tiv id a d e s  restantes en e l suero a n ti-H L A -B w 5 1 , w 5 2 ,w 3 5  
(M AD R Y C  9B) (1 /1 0 ) después de la  absorc ion con los esperm otozoïdes p u rifico d o s , 
las c é lu la s  sem iix iles to ta le s  y  los l in fo c ito s  de un in d iv id u o  H LA -B 5  p o s it iv o  y 
o tro  n e g a tivo  para las e sp e c ific id o d e s  de tectadas por e l suero M A D R YC  9B. Los 
co n d ic ione s  de la  absorc ion  se seMalon en e l p ie  de la  Toblm 14.
Las a c tiv id a d e s  restantes se expresan com o %  de lin fo c ito s  m uertos en e l ensayo.
i n
ABSORC IO N  DE UN SUERO A N T I-H L A -C  C O N  DISTINTAS PREPARACIONES
DE CELULAS SEMINALES Y ESPERMATOZOIDES
SUERO ANTI-ULA-Cw4 (6w05xDq^) (1/10) s 
-  Sin Absorber ..............................................
-  Absorbido con cs(>crinalozoidcs puro* del dononle;
1) AI,A2/Bw51,B17/Cw6/Bw4 .................
2)  A 2 , A w 3 2 / B 1 4 , B w 3 5 / C w 4 / B w 6 .....................
Abiorbldo con cc-luloi seminoloi lololei del dononle:
1 )  A 1 , A 2 / B w S  1 , B 17 / C w 6 / B w 4  ........................
2)  A 2 , A vz3 2 / B 1 4 ; B w 3 5 / C w 4 / B w 6 .....................
- Absorbido con linFocilo* del dononle:
1 ) A i , A2/BV/51, B 17/Cv/6/Bw4 ................




















TABLA 1 6 .-  Se muestron las a c tiv id a d e s  restantes en e l suero a n ti-H L A -C w 4  (Bw05 
xD ^ 2  ( l / I O )  después de la  absorc ion  con los esperm otozoïdes p u r if ic o d o s , las c é lu ­
las sem inoles to ta les  y los l in fo c ito s  de un in d iv id u o  C w 4 p o s it iv o  y o tro  C w 6  po ­
s it iv o .  Los cond ic iones de la  absorc ion  se se Mo Ion en e l p ie  de lo  Tabla 14.
Las a c tiv id a d e s  restantes se expresan com o %  de lin fo c ito s  muertos en e l ensayo.
ABSORCION  CE UN  SUERO A N T I-flL A -B w6 C O N  U S U N TA S  PREPARACIONES
DE CELULAS SEMINALES Y LINFO CITO S
i
SUERO ANTI-HLA-Bw6 (HINCHCLIFFE)(l/!5) :
-  Sin Absorber ................................................
Absorbido con os^ieiinalozoidcs puros del dononle:
1) A2,A3/B7,B40/Cw3/Bw6 .....................
2) AI,A2/Bw51,fl17/Cw6/Bw4 ..................
Absorbido con cclulos seminoles lololei del dononle;
1) A2,A3/B7,B40/Cw3/Bw6 .......................
2) Al,A2/Dw51, B17/Cw6/Bw4 ..................
Absorbido co*s linfucilos del dononle:
1 ) A2, A3/37, B40/Cw3/Bw6 ....................

















TABLA 1 7 . -  Se muestron las a c tiv id a d e s  restantes en e l suero a n t i-H L A -B w 6  despues 
de la  absorc ion  con los esperm atozoides p u r if ic o d o s , las cé lu la s  sem inoles to ta le s  y 
los l in fo c ito s  de un in d iv id u o  Bw6  p o s it iv o  y o tro  Bw6  n e g a tiv o . Los con d ic ione s  
de la  ( bso rc ion  se se malan en e l p ie  de la  Tabla 14.
Las a c tiv id a d e s  restantes se expresan como %  de lin fo c ito s  muertos en e l ensayo.
r n
E X P R E S I O N  DE L O S  E S P E R M A T O Z O I D E S  DE P R O D U C T O S  C O D I -  
F I C A D O S  P O R  G E N E S  D E L  S I S T E M A  H L A  D I F E R E N T E S  DE L O S  
A N T I G E N O S  DE H I S T O C O M P A  TI  B I L  I D A  D; F A C T O R  B DE L A  V I A
A L T E R N A T I V A  D E L  C O M P L E M E N T O .
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EXPRESION EN LOS ESPERMATOZOIDES DE PRODUCTOS C O D IF IC A D Q S  POR 
G EN ES DEL SISTEMA H LA  DIFERENTES DE LOS A N T IG E N O S  DE H IS T O C O M P A - 
T IB IL ID A D ; FACTOR B DE LA V IA  A LTE R N A TIV A  DEL C O M P LE M E N TO .
N o  hemos d e te c ta d o  la  p resencia  de l Factor B de la  v fa  a l te r -  
n a tiv a  de l com plem ento en plasma sem inal o  semen com p le to  m ed ian te  té cn ica s  de 
e le c tro fo re s is  seguida de in m u n o fija c iô n  (A lp e r e t a l . ,  1969) o dob le  in m u n o d ifu - 
siôn ra d ia l (1) ( O uch te rlo ny ) u t i l iz o n d o  un a n tisue ro  e s p e c if ic o  a n ti-F a c to r  B . Sin 
em bargo, m ed ian te  do b le  inm unod ifus iôn  ra d ia l, u t i l iz o n d o  este a n tisue ro ,se  podfo  
d e te c to r la  presencia  de Factor B en d ilu c io n e s  de un "p o o l"  de sueros humanos 
norm ales de hosto 1 /4 0 .
El an tisue ro  o n ti-F o c to r  B no es c ito to x ic o  fre n te  o l in fo c ito s  
to ta le s , l in fo c ito s  B o esperm atozo ides. (Resultodos no  p u b lico d o s ).
N o  se ho d e te c to d o  o c t iv id o d  de Factor B en e l plasma sem i­
na l de seis in d iv id u o s  d ife ren tes  m ed ian te  ensayo h e m o lit ic o  de esta a c t iv id a d .
C o in c id ie n d o  con los resultodos de H olbw ochs y Lochm onn, 1976, 
m ed ian te  ensayo h e m o lit ic o  hemos encon trodo  esta a c t iv id a d  de Factor B en los 
l in fo c ito s  de in d iv id u o s  con leuce m io  lin fo id e  c rô n ic o , (L LC ), ( l in fo c ito s  B).
Esta o c t iv id o d  que se e lim in a b a  a l p re in cu b o r los l in fo c ito s  de los in d iv i ­
duos con leucem io  lin fo id e  c rô n ico  con e l an tisu e ro  o n ti-F o c to r  B es tobo, por 
o tro  lo d o , ousente en  los esperm atozoides de seis in d iv id u o s  d ife re n te s . F igura 5 .
En resumen, to n to  plasma sem inal como cé lu la s  sem inoles no 
tie n e n  o c t iv id o d  o p re c lo b le  de Factor B.
(1 ) Después de la  d ifu s io n  los ge les se lovo ron  exhoustivom ente  con PBS, con 
o b je to  de e lim in o r otros p ro te inas no  p re c ip ito d o s . Después de lus lavados los 
ge les se de jo ron  secor y  se timeron con Coom osie B r il la n t B lue.
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FIG URA 5 • -  A c tiv id a d e s  de F acto r B é q u iva len tes  o la a c t iv id a d  [ f j \ )  de un 
"p o o l"  de sueros humanos encontraders en d is tin ta s  con tidodes de las s igu ientes 
cé lu las :
X  -  L in fo c ito s  de cu o tro  in d iv id u o s  con leucem io  lin fo id e  c rô n ic o .
O -  Esperm atozoides de seis in d iv id u o s  d ife ren tes ,
correspondientes a cu o tro  experim entos rep resen ta tives . En coda experïm en to  se 
p reporô uno curvo pa tron  con con tidodes c re c ie n tes  de un "p o o l"  de sueros humanos 
frescos norm oles, o la  que se re f ir ie ro n  los o c tiv id o d e s  de l Factor B encontrodos en los 
lin fo c ito s  o los esperm atozoides. En un exp e rim e n to  ( A  ) se pre incuboron  los l in fo ­
c ito s  de un in d iv id u o  con leucem io  lin fo id e  c rô n ico  con o n ti-F o c to r  B. Los borros 
in d ico n  los desvioc iones stondord poro tr ip lic o d o s  en los puntos que se in d ic o n .
T I P A J E  H L A - D :
C O R R E L A C I O N  P E  A N T I G E N O S  H L A - D  Y H L A - D R  
E N  U N A  M U E S T R A  DE L A  P O B L A C I O N  E S P A R O L A
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1 . _ TIPAJE H L A -D : C O R R E LA C IO N  PE A N T IG E N O S  H L A -D  Y  H LA -D R  E N  U N A  
MUESTRA PE LA P O B LA C IO N  E S P A R Q LA .
En la  Tobio 18 se muestron I os fen o tipo s  HLA com pletos de tos 
61 in d iv id u o s  u tiliz o d o s  en I os expérim entes de t ip o je  de l locus H L A -D . S e ’ in -  
c lu ye  tom bien e l fe n o tip o  H L A -D  o b je to  de esta pa rte  de l es tu d io . D entro  de 
estes 61 in d iv id u o s  se moreen con +  I os 13 in d iv id u o s  que constituye ron  e l pane l 
de donontes de espermo to zo id e s .
Los frecuenos genicos (p) de I os a le lo s  de l locus H L A -D  se m uestron 
en la  Table 19. Los a le lo s  mas frecuenti;*» son D w3, Dw5 y  Dw7 (1 ). N o  se pudo 
d é f in ir  n ingun a le lo  H L A -D  en 14 de I os in d iv id u o s  (2 2 ,9 3 % ) siendo la  fre c u e n c ie  
g e n ico  to ta l pore estos b lancos de l 4 1 ,3 2 % .
N uestro  muestro de la  p o b la c io n  espaMola se encuentro  en e q u i l l -  
b r io  H o rd y-W e im b e rg  (H a rd y , 1908; W eim be rg , 1908) pore las fre cuen c io s  gen icos 
seMo lodes on te rio rm e n te , y  segun se de te l la  en la  Table 20 no ex is te n  d ife re n c io s  
s ig n if ic a tiv e s  e n tre  I os va lores encontredos y  I os esperedos pore cede uno de I os 
fen o tipo s  H L A -D  posib les.
Com perendo las fre cuen c io s  genicos encontredos en nuestro p o b la ­
c io n  con otros pob loc iones coucoso ides. Tabla 21 , hoy que se Molar que Dw5 esta 
s ig n if ic o tiv o m e n te  oum entodo en nuestro p o b la c io n , m ien tros que Dw6  esto s ig n i-  
f ic o tiv o m e n te  d ism inu ido . Dw3 y  Dw7 eston oumentodos en nuestro p o b la c io n , 
ounque este oum ento no es s ig n if ic o t iv o .
Ow5 esta en d e s e q u ilib r io  de lig o m ie n to  con B40 en nuestro p o b la ­
c ion  (2 ), Table 22 , m ien tros que este on tfg e n o  840 esta osoc iodo a Dw6  en otros 
pob loc iones  coucosoides estud iodos. T«rosaki e t e l .  1980.
(1 ) Los on tfgenos H LA-D R 7 y H LA -D R 5  son I os a le lo s  H LA -D R  mos frecuen tes  en 
la  p o b la c io n  espoMolo. (A rn o iz  V ille n o  e t e l . ,  1981a).
(2) En nuestro p o b la c io n  H LA -D R 5 y  H L A -8 4 0  eston tom bien en d e s e q u ilib r io  de 
lig o m ie n to  (A rn o iz  V ille n o  e t e l . ,  IS O lo ).
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Los desequ ilib ros  de lig o m ie n to  en tre  Dw3 y B I8 ; D w l y Bw35; 
y Dw4 y B15 no oporecen en nuestro p o b la c io n . En otros estudios sobre la  p o b la ­
c ion  espoMolo no se bon encon trodo  las osoc ioc iones DR3-B18, DR1-Bw35 y DR4- 
B15, co ra c te rfs tica s  de otros pob loc ion es  coucosoides (A rn o iz  V il le n o ,  e t a l , , 1 9 8 l o ) .
Los de se q u ilib r io s  de lig o m ie n to  en tre  Dw2 y  B7; Dw7 y Bw44 ; 
y  Dw7 y B13 son comunes o otros pob loc ion es  coucosoides. Terosoki e t o l . ,  1980.
En lo  Toblo 23 se muestro lo  c o r re lo c io n  H L A -D /H L A -D R  en
nuestro muestro de lo  p o b la c io n  espoMolo. D w 3, Dw4 y  Dw6  no c o ire lo c io n o n  con
sus respectives  H LA -D R  (DR3, DR4 y  DRw6 ) y D w l muestro uno c o r re lo c io n  de 
0 ,4 6  con DR1. D w 2 ,D w 5  y  Dw7 c o rre lo c io n o n  b ien  (0 ,7 2 , 0 ,6 7  y 0 ,6 9 )  con sus 
respec tives  H LA -D R . (Véose d iscus lo n , po g . 189 ).
F E N O T I P O S  H L A
1II.A-A IIIA-II IIIJV C Kw4, liwfi III.A-Ult IILA-l) IK
- A.A. i.:9 12.W44 wS Dw4 0.7 5 S.S
* J.O. w24,n 7.W60 W3 DwS 1.2 2 S.S
- M.C. 1.2 wSl.37 w6 nw4 1 1 S.S
- r.s. v30,2 W60.18 w3,w5 nws 2.4 3.5 r.s
- f .tT w32,2 W35.14 w4 nws 5.7 3.5 S.S
- V.H. 2.11 W35.27 wl.w4 , nw4, B,6 1 1 S.S
- I.R. w33,29 w44 Bw4 7 7 -
- P.C. 1.2 w44.v62 w3 Bw4.Bw6 4.7 4.7 F.s .
" A,B. W24.2 wS2.w44 w5 Bw4 S.9 X r.s
- AC.A. w26,2 wS2,wS9 Bw4.Bw6 S.S 6 r.s
- R D. W26.3 IS.14.1 Bw4,Bw6 4.5 3 r.s
- B.A. w33.ll W3S.14.1 w4 BwS 3.S X -
- R.st 1.2 17.W44 wS Bw4 4,7 7 S.S
- j .d! 3.11 W51.40 wl,w3 Bw4,Bw6 6 r.p
2 7 BwS 2 S.S
- C.o. w2«,l WS2.13 w3.w6 Bw4,BwS 7,8 1,7 S.S
- J.bÎ W24.2 W44.18 w5 Bw4,BwS 1.5 1.5 S.S
1.29 W44.37 Bw4 6.7 r.p
W24.1 w45,w3S w4 BwS 4.7 7 r.s i
- .l.H. W23.2 w44,wSl w4.w5 Bw4.Bt«e 5 S.S
- J.C. W32.2 wSl.wSS w3 Bw4,BwS 2.7 7 S.S
- N.V. W30.29 w44,w50 w5 Bw4. BwS 5.7 5 r.s
- J.P. 1.3 w41,8 BwS 7.5 r.s
- R.At W24.3 W35.14 w4 BwS 5.S 3.5 s.SI
- O.P. 2.29 w49.w44 Bw4 5.7 7 r.s
- P C. W33.W30 W22.14.1 BwS 3.7 X r . r i
- J.M. W32.9 17,w51 Bw4 r.s
- r.D. 3.29 W44.27 Bw4 2.7 7 r.s
- j .r! W23.U w44 w4 Bw4 7.4 3,7 r.r
— 6. fÎ 1.2 wSl.17 w6 Bw4 7 7 r.s
— R.G* w 2j6,3 16,14.1 bw4,CwG 4.5 3,5 S.S
- M.C. W33.2B WC3.W60 w3 Bw4,BwC 5.5 5 S.S
- i .cT w23,3 W35.40 w4 DwS - X F.s
— A.s. 2.3 7,w60 w3 BwS 2,7 2.3 S.S
— j. aÎ w25,9 wCl.18 wl Dw4,DwS 2,5 2,0 F.s
- J.S. 1.2 15.W49 w3 nw4,UwC 5 S.S
- C.LÎ w2%2 wi2.7 Dw4, llwS 2.9 2,3 S.S
- AC. 2.11 7.27 wl Ilw4, llwS 1.2 s.f.
- M.V. 2,29 w22.w45 wl llwS 1.0 0 r,i
- A.r. W24.I W6t,27 w2 Ilw4 ,MwS 2. 0 2.0 3,;:
- b.c. w 10,2 W44.40 wl.w'j l)w4,i:wS s.!:
Pw4, Ilw6 IILA-OB IIIJV-0 Bf
42 - D.I. w30,2 7,13 Uw4, 0*6 7 7 S,5
43 - F.S. 11,29 w44,w35 *4 Dw6 2 X F.F
44 - A.F.D. 2,11 w44,w3S *4,*5 Bw4,Bw6 3 1,3 5,S
4S - V.C. w32,29 w35 *4 8*6 1,6 1 S.S
46 - L.O. 2 w22 *1 8*4,8*6 3,5 3 F,F
47 - L.G.R. 1,2 17,w53 *4 8*4 2 2 F.S
48 - L.T. w30,ll 13 *6 8*4 2 2,4 S.S
49 - C.H. 3 2 8*6 2 S.S
50 - F.H. w26,l 8, *51 8*4,8*6 3,9 S.S
51 - R.E. w30,2 *51,*52 *2 8*4 1 3,5 F.S
52 - D.H. w32,3 *63,40 *2,*3 8*6 3,5 3,5 r.r
53 - 11.8. w30,2 8,18 *5 0*6 1,3 s,FI
54 - F.II. 2,3 14,17 *3 8*4,8*6 1 X S.S
55 - C.C. 2,3 *51,7 *2 8*4,8*6 2,9 2 s,FI
56 - M.P. w30,2 *44,*41 *2,*5 8*4,8*6 5,7 4,7 F.s
57 - S.S. w23,l *35,14 *4 8*6 1,3 S.S
58 - I.S. w30,3 14,18 *5 8*6 2,3 1.2 F,FI
59 - I.M. w25,l *62,8 *3 8*6 « S.S
60 - V.M. w25,2 *44,*39 8*4, 8*6 1.2 2 F.S
61 - I.ot *30,3 *51,18 *1,*S 8*4,8*6 3 F,FI
TABLA 1 8 . -  Los a le lo s  de l Factor B (Bf )  se de term inoron  m ed ion te  uno té cn ico  
de e le c tro fo re s is  se gu id a  de inm uno fi ja c iô n  u t i l iz o n d o  un an tisue ro  o n ti-F o c to r  B 
(A lp e r e t a l . ,  1969), ta l com o se de sc rib iô  en RodrTguez de C ôrdobo e t a l . ( 1 9 8 1 ) .
(X ) Représenta antTgenos no de tectodos por nosotros o  no d e fin id o s  todov(o 
( - )  N o  estud iodo
Los in d iv id u o s  marcodos con +  constituyen  e l pane l de donontes de esperm atozoides.
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FRECUENCIAS GENICAS DE LOS AN TIG E N O S  H LA -D

















0 ,0 6 7 8
0,-0767
0 ,1 1 3 0
0 ,0 3 3 3
0,1222
0 ,0 2 5 0
0 ,1411
0 ,4 1 3 2
TABLA 1 9 . -  Donde n représenta e l numéro de in d iv id u o s  que presenton 
e l o n tig e n o  y p la  fre cu e n c io  g e n ica  ; ca lcu la d a  segun
p c ( I -  1 -  f  ) , s ie iu lu  f la  fre cu e n c ia  fe n o tip ic a
para cada a n tig e n o .
//'■
EQ U H B R IO  h a r d y - w e im b e r g  p a r a  LO S A LE LOS DEL 
LO C U S HLA -D  E N  UN A  MUESTRA DE LA P O B L A C IO N  
E S P A R O LA  ( n = 61 )
OBStRVADOS ESPLRADOS
" % %
3 4,91 3,69 6,06
Cwl,Dw2 2 3,27 0,63 1,04
Dw l,Dw 3 1 1,63 ' 0 .93 1,53
D w l, Dw4 0 0 0,27 0,44
D w l, Div5 I 1,63 1,01 1,65
D w l, Dw6 0 0 0,21 0,34
D w l, Dw7 1 1,63 1,16 1,91
- C x 3 4,91 4,22 6,92
Dw2, Dw3 2 3,27 1,05 1,73
Dw2, Dw4 0 0 0,31 0,51
Dw2,Dw5 2 3,27 i , u 1,87
Dw2, Dw6 0 0 0,23 0,38
Dw2,Dw7 0 0 1,33 2,19
3 4,91 6,47 10,61
Dw3,Dw4 0 0 0,46 0,75
Dw3,Dw5 6 9,83 1,68 2,76
Dw3, Dw6 0 0 0,34 0 ,56
Dw3, Dw7 I 1,63 1,94 3,18
- r x
I 1,63 1,75 2,86
Cw4, Dw5 0 0 0 ,50 0,81
Dw4, Dw6 0 0 1,01 1,65
Dw4,Dw7 3 4,91 0,57 0,94
■ » * . S : x  • 5 8 ,19
7,07 11,60
Dw5, Dw6 0 0 0,37 0,61
Dw5, Dw7 0 0 2,10 3 ,44
■ » ‘ . r x 2 3,27
1,30 2,12
Dw6, f \v 7 1 1,63 0,43 0,70
- ' . ; : x 10 16,39
8,32 13,65
DwX,DwX 14 22,95 10,41 17,07
T A B L A  2 0










DESEQ UILIBRIOS DE L IG A M IE N T O  ( A  ) DE LO S  A N T IG E N O S  DEL 
LO C U S H L A -D  C O N  A N T IG E N O S  C O D IF IC A D O S  POR OTRO S L O C I 
DEL SISTEMA HLA EN LA P O B L A C IO N  E S P A N O LA
A (x lO O O ) x ' P
B7 -  Dw2 3 6 ,6 6 15 ,42 < 0 ,0 0 0 5
Bw44 -  Dw7 4 9 ,3 6 6 , 8 8 < 0 , 0 1
B13 -  Dw7 2 1 ,3 9 5 ,3 2 < 0 ,0 5
B40 -  Dw5 3 5 ,0 7 5 ,5 5 < 0 ,0 5
Bw4 -  D w7 6 6 ,3 5 ,3 9 < 0 , 0 5
T A B L A  2 2  . -  Los de seq u ilib r io s  de lig o m ie n to  (o so c io c io n e s  gam eticas)
e n tre  los on tigenos H L A - A , - B , - C , - B w 4 ,  Bw6 ,-D R  o los a le lo s  de l Factor B 
y los on tigenos H L A -D  se de term inoron  segun M o tt iu z  e t a l . ,  1970.
In 6
C O R R E LA CIO N  ENTRE LOS A N T IG E N O S  H L A -D  y H LA -D R  
E N  U N A  MUESTRA DE LA P O B L A C IO N  ESPAR o L A (n=61)
D/DR
+A + ■ /- -A - / -
D w l/D R l 5 3 7 4 6 1 0 ,6 9 0 ,4 2
Dw2/DR2 8 1 4 48 32 ,01 0 ,7 2
Dw3/DR 3 4 9 6 42 2 ,4 9 0 , 2 0 *
Dw4/DR4 1 3 9 48 0 ,0 7 5 0 ,0 4  •
D w 5/D R 5 12 2 6 41 2 7 ,6 0 0 ,6 7
Dw6 /D R w 6 1 2 4 54 2 ,6 5 0 , 2 1  •
Dw7/DR7 15 1 8 37 2 9 ,0 0 ,6 9
D w X /D R w X 18 23 5 15 2 ,0 4 0 , 1 8 *
•  p > 0 ,0 5
T A B L A  2 3 . -  Los c o e fic ie n te s  de c o rre lo c io n  , r ,  se co lcu lo ro n  segun: 
r v / t  2
r = y —  , siendo n e l num éro de in d iv id u o s  exom inodos y ^  e l va lo r
de C H I cuodrodo en la  ta b la  de co n tin g e n c io  2x2 en tre  e l fe n o tip o  H L A -D  
y H LA -D R ; para cada pa re ja  de an tigenos in d ica d o  .
C U L T I V O  M I X T O  E S P E R M A T Q Z O I  D E S - L I N F O C  I T O S : 
A U S E N C I A  DE P R O D U C T O S  H L A - D  E N  E SPE R M A  T O  Z O  I DE S
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1 . -  CULTIVO M IXTO  ESPERMATOZOIDES-LINFOCITOS.
En las F iguras 6 a ,7 a  y 8 a se muestran los resultodos de los 
c u lt iv o s  m ixtos e sp e rm a to zo id e s -lin fo c ito s  correspondientes a 14 in d iv id u o s  respon- 
dedores estim ulodos con los e sperm atozoïdes de cu o tro  in d iv id u o s  diFerentes en la 
re la c io n  e sp e rm a to zo id e s /lin fo c ito s  1/ 1 , S im ultàneam ente , los I in fo c i tos responde- 
dores se estim u laron  con los l in fo c ito s  tro todos con m ito m ic in a  C de l donante  de 
los espermatozoïdes u t iliz o d o s . F iguras 6 b ,7 b  y  8 b .
Como puede observorse los lin fo c ito s  de los in d iv id u o s  respon- 
dedores son estim ulodos por los l in fo c ito s  ( M it .C )  de los donontes de los esperma­
tozo ïdes y  yo a cu o tro  dfos de c u lt iv o  los cpm correspondientes a los c u lt iv o s  
m ixtos l in fo c ito s - l in fo c ito s  ( M it .C )  son considerob lem ente e levodos respecto  a  los 
de los c u lt iv o s  m ixtos au to logos lin fo c ito s - l in fo c ito s .
C uondo estos mismos lin fo c ito s  se es tim u laron  con los espermo to ­
zoides de l mismo in d iv id u o  cuyos lin fo c ito s  (M it ,C )  $e hobfon u t i l iz o d o  o n te rio rm e n te , los 
respuestos fue ron  s ig n if ic o tiv o m e n te  in fe rio re s . ( 1) y  solo en o lgunos ocosiones estas 
respuestos superobon e l do b le  d e l v a lo r de los c u lt iv o s  m ix tos  ou to logos lin fo c ito s -  
l in fo c ito s .  Esto o c u rr io  a  4 ,5  y  6  dfos de c u lt iv o .
Estas pequeMos es tim u lac iones  (mas de 2  veces e l c u lt iv o  m ix to  
o u to lo g o  lin fo c ito s - l in fo c ito s )  en con trodo  en o lgu rx is  com binociones no esta re lo c io -  
nodo con e l sexo de lo  c e lu lo  respondedoro. F igura 9 .
Los resultodos ob ten idos on te rio rm en te  en e l c u lt iv o  m ix to  esper­
m a to z o id e s - lin fo c ito s  para lo  re la c io n  1 /1  se con firm oron  sobre un panel d ife re n te  
de in d iv id u o s  respondedores (hombres y m u je res). F igura 1 0 , con la  d ife re n c io  de 
que en esta ocosiôn un in d iv id u o  (vo rôn ) respondfo c lo rom en te  a los e sperm atozoïdes
(1) A  seis dfos de c u lt iv o  se podfon observar e spermatozoïdes m ôv iles  en e l 
m ed io . N o  p o rece , por ta n to , que nuestros cond ic iones o fe c te n  la  v ia b il id a d  de 
los e spermatozoïdes en c u lt iv o .
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de o tro  in d iv id u o  no re lo c io n o d o . En e l resto de las com binaciones las e s t im u la c io ­
nes encontrodos no  d ife rfo n  s ig n if ic o tiv o m e n te  de les que presentabon los c u lt iv o s  
m ix tos  esp e rm a to zo id e s -lin fo c ito s  au to logos y ,  en cu o lq u ie r coso, solo en a lgunas 
ocosiones superoron en dos veces e l c u lt iv o  m ix to  o u tô lo g o  l in fo c ito s - l in fo c ito s .
U til iz o n d o  los mismos lin fo c ito s  respondedores y los mismos e sper­
m atozoïdes se ensayoron d is tin ta s  p roporc iones e sp e rm a to zo id e s /lin fo c ito s . En las 
Figuras 11 y 12 se muestran estos resu ltodos. Para la  re la c io n  5 /1  las es tim u lac iones  
en los c u lt iv o s  m ix tos  e sp e rm a to zo id e s -lin fo c ito s  son lige rom e nte  superiores que las 
ob ten idos para la  re la c io n  1 /1 .  Sin em bargo, este aum ento o fe c to  tom bién  a los 
c u lt iv o s  m ixtos e sp e rm a to zo id e s -lin fo c ito s  a u to logo s . Para esta re la c io n  (5 /1 )  a l 
menos 2 respuestos son c lo rom en te  po s it iva s . Los lin fo c ito s  respondedores, en este 
coso, pe rten ec fon  a un hombre unos y  los otros a uno m u |e r.
En la  F igura  13 se muestro la  es tim u lo c io n  sobre los mismos l in ­
fo c ito s  respondedores de las Figuras 10, 11 y 12 cuondo en lugo r de e sp e rm a tozo i- 
des se u t i l iz o ro n  los l in fo c ito s  ( M it .C )  de ese mismo in d iv id u o .
En resumen, las es tim u lac ion es  de lin fo c ito s  en c u lt iv o  con e sper­
m atozoïdes son muy pequeMas, e xce p to  en o lgunos pocos cosos; n inguno de estas e s ti­
m u lac iones va lig o d o  a l sexo. (Véose d iscusiôn pag . 186 ) .
/J O
C ULTIVO  M IX TO  [SPERMATOZOÏDES -  L INFO CITO S
4°DIA ( Relacion E /L  1 :1 )
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3000




2000 • Autologo L L.
FIGURA 6 a Se represen fan cpm + de sv ia c ion  sfondard . Coda borro co ­
rresponde o los l in fo c ito s  de un in d iv id u o  d ife re n te  es tim u lodo  con esper- 
m o tozo ides, C u lt iv o  M ix to  E /L ,  po rte  royodo , y sin e s tim u lo r. A u to lo g o  
L /L ,  porte  v o c io . El tiem po de c u lt iv o  y lo  re lo c io n  e sp e im o to z o id e s /lin - 
fo c ito s , E /L , se in d ico n  en e l encobezom ien to .
A u to lo g o  L . L . :  C o n tro l n e g o tivo  en e l que se c u lt iv o n  solos los l in fo c ito s  
respondedores, e l numéro de lin fo c ito s  en estos c u lt iv o s  cs e l mi .mo que 
de l in fo c ito s  respondedores en los c u lt iv o s  m ixtos E. L , 50000 c e lu lo s /p o c il lo .









FIG URA 6 b Se repfesentan cpm + de sv iac ion  sfondard . Coda barra co ­
rresponde o los l in fo c ito s  de un in d iv id u o  d ife re n te  es tim u lodo  con l in fo ­
c ito s  ( M i t .C  ) ,  C u lt iv o  M ix to  L / L ^ j j  ç  , po rte  ra yoda , y sin es tim u la r, 
A u to lo g o  L /L ,  po rte  v o c io . R e lac ion  L / L ^ j j  q  1 /1  . El tiem po de c û l t i -  
vo  se in d ic o  en e l encobezom ien to .
A u to lo g o  L .L  : C o n tro l n e g o tiv o  en e l que se c u lt iv o n  solos los lin fo c ito '^  
respondedores,e l numéro de lin fo c ito s  en estos c u lt iv o s  es e l mismo que el 
de l in fo c ito s  respondedores en los c u lt iv o s  m ixtos L . L ^ i t  C> 50000 ce lu lo s  
/p o c i l lo .
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F IGURA 7 g Igual que en la Figure 6a.
cpm







Cultivo Mixto L L
Autologo L. L.
FIG U RA  7 b . -  Igual que en la Figura 6 b .
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FIGURA 8a Igual que en la Figura 6a.
C U L T I V O  M I X T O  DE L I N F O C I T O S







Cultivo Mixto L c
Autologo L L
FIGURA 8b . -  Igual que en la Figura 6b.
N O  IN F LU E N C IA  DEL SEXO PE LO S L IN F O C IT O S  RESPONCEDORES 
EN  EL C U L T IV O  M IX T O  E S P E R M A T O Z O ID E S -L IN F O C IT O S
cpm 110“ I












4  d i* * 5  d)m# O dias
FIG U RA  9 . -  Igua l que en la F igura 6 a .  A rr ib a  los l in fo c ito s  lespondetlo ies 
pe rte n e c ia n  a ho m bre s .A ba jo  los l in fo c ito s  eron de m ujeres.
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C.M. E L. autologo
FIGURA 10 -  Igual que en la Figura 6a.
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C uH lvoM ix lo  E.L.
A uto logo L.L.
C.M.E.L. a u to logo
FIG URA 1] . -  Iguo l que en la  Rguro é a .
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FIGURA 12.- Igual que en la Figura 6a.
/é"








(6 "d la )
10000
Cultivo Mixto L .L mit
Autologo L.L.
C.M.LJL^I^ ^  autologo
FIGURA 1 3 .- Igual que en la Figura 6b.
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2 . -  C U L T IV O  M IX T O  L IN F C K IT O S -C E L U L A S  SEM INALES N O  ESPERM ATO ZOIDES. 
(C .S . no E .)
Los lin fo c ito s  de los in d iv id u o s  u tiliz o d o s  en los experim entos que 
se representobon en los F iguras 1 0 ,1 1 , 12 y 13 se en fren to ron  en c u lt iv o  m ix to  
o los C . S .  no E. ob ten idos de los mismos muestros do semen que los esperm otozoides 
que se u t i l iz o ro n  en o q ue llos  experim entos.
Lo F igura  14 muestro los resultodos de estos c u lt iv o s  m ix to s . Como 
puede observorse estos C . S .  no E. estim u lon  c lo rom en te  o los l in fo c ito s ,  cuondo 
se com poron los cpm o b te n id o s  b ie n  con los correspondientes o l c u lt iv o  m ix to  
o u tô lo g o  l in fo c ito s - l in fo c ito s  o  con los cpm correspondientes o l c u lt iv o  m ix to  
o u tô lo g o  l in fo c ito s -C .S . no  E.
Los l in fo c ito s  de uno de los in d iv id u o s  u t il iz o d o s , sin em borgo , no 
eron estim ulodos por los  C . S .  n o  E. de o tro  in d iv id u o  no re lo c io n o d o .
CULTIVO M IX TO  (K N F .-C E LU LA S  SEMINALES N O  E SPERM.)









Cultivo Viiy.to L .-C ,S ,n o E .
Autologo L .L .
1000
2000
C.M.L.- C.S. no E. Autologo
FIG U RA 1 4 . -  Se representan cpm 1 de sv io c ion  standard . Cada barra c o ­
rresponde o los l in fo c ito s  de un in d iv id u o  d ife re n te  estim ulodos con C .
S .no  E . ,  C u l t iv a  M ix to  L . - C .  S .no  E . , po rte  ra yo d a , y  sin e s tim u la r,
A u to lo g o  L . - L . , po rte  v o c io . R e lac ion  L /C .S .n o E .  , 1 / 1 .
A u to lo g o  L .L , :  C o n tro l n e g a tive  en e l que se c u lt iv o n  solos los lin fo c ito s  res­
pondedores,e l numéro de l in fo c ito s  en estos c u lt iv o s  es e l mismo que e l de l in ­
fo c ito s  respondedores en los c u lt iv o s  m ix tos  L .C .S .n o  E . , 50000 c e lu lo s /p o c il lo .
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3 . -  AUSENCIA e n  ESPERMATOZOÏDES DE PRODUCTOS H LA -D .
Con o b je to  de dé te rm ine r si las es tim u ioc iones encontrudos en e l 
c u lt iv e  m ix to  lin fo c ito s -e sp e rm a to zo id e s  eron deb idas a l re co n o c im ie n to  de a lo a n t f -  
genos c o d if ica d o s  per e l locus H L A -D , se re a liz a ro n  estes expérim entes u t il iz a n d e  
in d iv id u e s  de fe n e tip e  H L A -D  ce n e c id e .
Les resultades se muestran en les Tables 24e , 24b y  25  dende les 
es tim u ioc ion es , en cpm , se cem peren cen les eb ten ides u t il iz a n d e  lin fe c ito s  ( M it .  C) 
de l misme in d iv id u o  cerne cé lu le s  es tim u len tes , y  cen les con trô les  au te lege s .
En les Tables 2 6 e , 26b y 27 se muestran les es tim u lec ienes e b te n i-  
das en les c u lt iv e s  m ix tes  lin fe c ite s -e sp e rm e te ze id e s  ceme %  de es tim u ioc ion es .
Pore le  re le c ié n  e sp e rm e te ze id e s /lin fe c ite s  (1 /1 )  se re a liz a ro n  41 
cem b inec ienes, 7 de las cue les  cerrespendfon a  c u lt iv e s  m ixtes a u te l eges lin fe c ite s -  
esperm eteze ides. El 44 %  (1 5 /3 4 ) de les cem binec ienes e leg én ice s  presentabe un 
%  de e s tim u le c ié n  de 0  o  mener de 0  (cpm c u lt iv e  m ix te  E / L  ^  cpm c u lt iv e  e u tô lo  
ge  L /L ) .  El 2 3 ,5 %  de estes cem binacienes e leg én ice s  (8 /3 4 ) te n fe  un %  de es tim u - 
le c ié n  e n tre  0 -7 5 %  ; en e l 1 1 ,7 %  (4 /3 4 ) estebon en tre  7 5 -1 0 0 %  y en e l 20%  
restante (7 /3 4 )  eron superieres a  100% . De les 7 cem binacienes eu to leges (c u lt iv e  
m ix te  e sp e rm e te ze id e s -lin fe c ite s  e u té le g e ), 3 presenteben un %  de es tim u le c ié n  
de: 6 0 ,7 ; 6 2 ,8  y 6 8 ,1 ,  respec tivom en te . En les 4 restantes eren de 0%  e mener 
de 0 % .
Pare le  re le c ié n  e s p e rm e te z e id e ^ lin fe c ite s  (5 /1 ) ;  23 cem binac ienes,
3  de les cue les cerrespendfan a  c u lt iv e s  m ixtes au té leges e sp e rm e te ze id e s -lin fe c ite s , 
se en ce n tré  que les 3 cem binac ienes eu té legos presenteben estim u lec ienes en tre  
0 -7 5 %  (6 0 ,7  , 3 6 ,7  y 7 4 ,6 ,  re sp e c tivo m e n te ). De les 20 cem binacienes e le g é n ice s , 
8 ,(4 0 % ) eren de 0%  o mener de 0 % ;  2 ,(1 0 % ) esteben en tre  0 y 75%  y e l res te , 
10, (50% ) eren superieres e l 100% .
A  le  v is te  de estes resultades y supeniende que le  estim u lec ienes 
en e l c u lt iv e  m ix te  esp e rm e te ze id e s -lin fe c ite s  se deb ie ren  e d ife re n c ie s  e legén ices
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para an tfgenos de l locus H L A -D , se h ic ie ro n  las s lgu ien tes cons id e ra c lones :
-  com o I os con trô les  a u to lo g o s , log lco m en te  néga tives si las es tim u ioc iones 
se deb ie ran  e d ife re n c ia s  a leg én ice s  de l locus H L A -D , presentaban %  de 
e s tim u la c ié n  en tre  0 -7 5 % , se considéré  este in te rv o le  cem e respuesto ne­
g a tiv e  para e l c u lt iv e  m ix te  e sp e rm a te ze id e $ -lin fe c ite > ;
-  cem e respuesto dudesa se cons idéré  e l in te rv a le  de es tim u lec ien es  en tre  
7 5 -1 0 0 % , y
-  se censideroren vo le res  de respuesto p o s it iv a  oq u e llo s  es tim u lec ien es  supe­
rie res  a  1 0 0 %  (2  veces e l c o n tro l e u té le g e  l in fe c ito s - l in fe c ito s ) .
De ocu e rde  cen estes c r ite r ie s  se v o le ré  le  respuesto en code 
cem b inoc ié n  y  se com paré cen le  que co b rio  esperer de l fe n e tip e  H L A -D  de les 
in d iv id u e s  u til iz e d e s . F iguras 15 y  16.
Cem e puede ebserverse les estim u lec ienes encentredes en e l c u lt iv e  
m ix te  e sp e rm e te ze id e s -lin fe c ite s  ce rre la c ie n e n  mol cen les que ceb rfe  esperor si 
estes es tim u lec ienes se d e b ie ra n  a l re ce n e c im ie n te  de aleontTgenes H L A -D , te n te  
pore la  re le c ié n  esp erm o teze id es /l in fe c ite s , 1 /1 ,  ( r :  0 ,2 3 3 ) ; cem e para le  re lo -  
c ié n  e s p e rm e te z e id e s /lin fe c ite s , 5 /1 ,  ( r r  0 ,3 3 9 ) .
C U L T IV Q  M IX T O  ESPERM ATO ZOÏDES -  L IN F O C IT Q S  (CPM ) 
( RE LAC IO N  E /L  , 1 /1 )
Er>PiiiyiAïOz-jJDi;;: i : : ; f ï î u i i .a ik )}} :
L IN I’OCITOS IUJ:;i'ONni:DOR; 
R.B. D w 7 ,DwX
A S .  D w 2 ,Dw3
J . A . Dw2 , Dv/5 





J.R. D w 3,Dw7 
S.R. D w 7 , D w X  
F .D . D w 7 ,DwX 
P.M. D w 2 , D w X  
H.C. Dv/l,Dv;X
A. S. lXv2,Dw3 S.R. D w 7 , D w X J.A. I)w2,Dw5
4 7 0 5 1 4 1 1
- 1 1 1 6 2 1 7 4 6 -




- 4 5 4 2 4 1 1 0 2 4 -
5 13171 287112
8 5 7 1692 185188 185188
5 4 5 5 9 1 1 3 9 6 3 2 3 4 4 * 6 0 9 3 3 7 4 9 3 * 1 0 4 9 6
3 2 5 1131 2 41119 249*123
3 4 34170 3061241 3061241
5 9 5 1 2 1 9 2 1 7 1 3 5 2 8 1 3 1 6 4 6 2 2 0 1 1 1 1 7
1 84125 29 3 1 1 0 4141141
1 2 0 3 1 2 8 0
5 2 4 6 8 1 4 9 2 0 - -
6 82166
3701172 44 4 1 1 4 9 4 4 4 1149
1 9 2 6 2 * 5 6 3 3 1 6 7 0 4 * 1 1 6 2 17847 * 1 1 5 2
4 19*98 2 22182 448*133
6341251
4 7 0 2 6 * 3 6 6 3 - -
1 9 3 9 1 6 4 1
10019 10055
- 13 4 6 5 1 8 3 1 3 6 5 83*2014
577114 119110
1 2 6 9 1 6 2 3 7 1 4 *127 237*85
5 2 5 4 5 * 9 4 7 8 - 6 1 9 2 2 * 8 1 4 8
5111358 1 1 6 3 1 2 1 9 569136
20 8 * 3 0 206+30
- 2 4 5 4 4 1 3 7 7 0 5 0 4 0 6 5 6 0 5 3
64 0 1 6 6 409*33
61 3 1 8 9 613189
- 2 8 9 8 9 * 4 7 9 5 2337 7 * 7 1 1 2
1 1 8 5 1 3 6 5495+ 4 8 8
154 314 75 1543+473
- 381 3418268 34263 +.7556
8 9 2 1 1 9 0 1115*504
T A BLA 24a Se muestra cpm ± de sv ia c iôn  standard para tr ip lic a d o s . 
a - C u lt iv o  a u to lo g o  L in fo c ito s -L in fo c ito s . b - C u lt iv o  M ix to  L in fo c ito s -  
L in fo c ito s  (m it . C ) . c -C u lt iv o  M ix to  E spe rm o to zo ides-L in fo c itos . 6  d ias 
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CULTIVO  M IX TO  E SPERMATOZOÏDE S -  L INFOCITQS (CPM)
( RELAC IO N  E /L , 5/1  )
ESPurjiATozoinrf: E.STJiiui.Auon :
A. S. Dv/2 , Dw3 ;..R. Dv/7,Dv/X J.A. Dw2 , Dv/5






















E.R. Ü w C ,Dw7
14 2 9 4 6 0 6
5233 8 4 5 5 6 7
13864 5 7 3
- -
S.R. D w 7 ,DwX
1 2694623













3 7 4 9 3 *10490 
549» 202
r . D . D w 7 ,DwX -
208130
2 4 5 4443770
879*149
208430 
5040 6 4 0 0 5 3  
5541129







F.T. D w 3 , Dv/5 -











2 3 3 77+7112 
131 7+132
M.C. D w l , DwX -






C.Q. Dwl , Dv/7 -
3001241 
1 3 5 2012590 
1700155
300*241 
46228411 1 / 
695+250
TABLA 25 IguoI que en la Tabla 24a.
I(^<
CU LTIV O  M IX TO  ESPERMATOZOÏDES -  L INFO CITQ S (% ES TIM U LAC IO N )
( RELACION E /L  , 1/1 )
ESPlîmtATOZOIDGG G S T I M U U V D O R  :
A.S. D w 2 , D w 3 S.R. D w 7 ,DwX J.A. D w 2 , D w 5
L I N F O C I T O S  RESl'ONDEDOR: 
R.B. D w 7 , D w X - 0 -
A.S. Dw 2 , D w 3 - -
J.A. Dw2,Dv/5 - 54,5 0
V.N. Dv/l,DwX 0 30,2 34,5
C.Q. D w l ,Dw7 0 0 35,2
A.A. D w G . D w X 0 - -
F.T. Dw3,Dv;5 13,2 0 0
D.P. D w 7 ,DwX 205,8 - -
J.R. Dw3,Dv/7 - 477 19
S.R. D w 7 , D w X 0 62,8 140
F.D. D w 7 , D w X - 207,6 96,6
P.M. D w 2 , D w X - 93,3 769
M.C. D W l . D w X - 0 0
TABLA 26a Los %  de e s tim u la c io n  se ca lcu la ro n  *ol y  como se in d ica  
































CULTIVO M IX TO  ESPERMATOZOIDES -  LINFOCITOS (% ESTIM ULACIO N)
(RELACIO N E/L , 5 /1 )
ECPLRtlATOZOIDnS EETlflULADOR t
A. S. Dv/2 ,Dw3 S.R. Dv/7,Dv;X J.A. D w 2 ,Dw5
LINFOCITOS RCSPONDCrX)R: 
A.S. Dw 2 , D w 3 É & 2 - -
I.e. DwX, 0 - -
J.A. Dw2,Dv;5 0 53,3 I h â
E.R. Dw 6 , D w 7 0 - -
S.R. Dv/7, DwX 0 36,7 185,2
V.N. D w l , D w X - 225,9 196,2
r.D. D w 7 ,DwX - 322,5 166,3
J.R. D w 3 ,Dw7 - 304 532
F.T. Üw3,Dv/5 - 0 0
P.M. D w 2 , D w X - 21,6 114,8
M.C. D w l , D w X - 0 0
C.Q. Dwl, Dv/7 - 458,1 127
TABLA 27 . -  Igua l que en la  Tabla 26a
CORREL A C IQ N  ENTRE LA RESPUESTA EN EL C U L T IV O  M IX T O  
ESPER M A T O Z O ID E S -L IN F O C IT O S  Y  LA ESPERA [ A  TEL F E N O - 
TIPO  H L A -D  DE LOS IN D IV IC U O S  U T IL IZ A D O S .
( R E LA C IO N  E /L  , 1/1 )
fE N O ÏlW O  H L A -D  D O N A N ltS  E SP ERM ATO /O ILCS
D w 7 , CwX 
Dw2,Dw3 
Dw2,Dw5 
P w l.D w X  
D ï/1 , Cw7 





D w /,D w X  
IW .C K v X  









C o iiic îfie nc in  rn irc  la  lespuoilo en cu l* ivo  m ixlo  
cspCfHi<ito7oiffe'S-linfocilüi y la  e ifjcrodo ciel 
feno ltpo li lA ~ D  (hs los i.itiiv tJ .n .s  u tilizo d^s .
Na cu inc ide n c io .
H R e s p u e s to  J u d o s a  e n  e l  c u l t î  
y j î d e s '  l i n f o c i lo s
m ix t o  c sp e ri
FIG U RA 15 -  El v a lo r de X  para la  ta b la  de c o n tin g e n c ia  2x2 en tre  la  
respuesta en c u lt iv o  m ix to  e sp e rm a to zo id e s -lin fo c ito s  y la  esperada de l fe n o - 
t ip o  H L A -D  de | j$  in d iv id u o s  u t iliz a d o s  es de 2 ,0 1 4  ( p ^  0 ,0 5  ). El c o e fic ie n -  
te  de co rre la c io n  , r  ; c a lc u la d o  como
r * \ / - r — , siendo n e l numéro de co m b in a -
c iones re a lizada s , es de 0 .2 3 3
N o  e x is te ,p o r lo  ta n te , c o r re la c io n  en tre  la respuesto en e l c u lt iv o  m ix to  
lin foc ito s -esp e rm a tozo id es  y  la  esperada de l fe n o tip o  H L A -D  de los in d iv i ­
duos u tiliz a d o s .
CORREL A C IO N  ENTRE LA RESPUESTA EN  EL C U L T IV O  M IX T O  
ESP E R M A T O Z O ID E S -L IN F O C IT O S  Y  LA ESPERADA DEL FE N O ­
T IPO  H L A -D  DE LOS IN D IV ID U O S  U TIL IZ A D O S .
( R E LA C IO N  E /L  , 5 /1  )
F E N O T IP O  H L A -D  DO N A N T E S  ESPERMATOZOIDES






I> v2 , Dw3 
DwX
D w 2, Dw5 
Dw 6 , Dw7 
Dw7, DwX 
D w l, DwX 
Dw7, DwX 
D w3, Dw7 
Dw3, Dw5 
Dw2 ,D wX 
D w l,  DwX 
D w l, Dw7
Coinci<lciicio c n ttr la  ic»pi>ei'u en cu ltiv o  nd' !o 
esfief#«olOFol<l«*%-llnforilol y 11 CipnuKk» 4 f l  
fctto llpo  H tA - Ü  de lo» individuo» ui*l>«udv/i.
N o  col(»cldencio.
2
F IG U RA 16 -  El v a lo r do X  para la  ta b la  de co n tin g e n c ia  2x2 en tre  la 
respuesta en c u lt iv o  m ix to  e s p e rm a to zo id e s -lin fo c ito s  y la  esperada de l fe n o ­
tip o  H L A -D  de los in d iv id u o s  u t il iz a d o s  es de 2 ,6 5  ( p ^ 0 , 0 5 ) . E I  c o e fic ie n -
te  de c o r re la c io n  , r  ;  c a lc u la d o  com o  ------
/r * y -p j-  , s iendo n e l num éro de co m b in a -
ciones re a liza d a s , es de 0 ,3 3 9 .
N o  e x is te ,p o r  lo  ta n to , c o rre la c io n  en tre  la  respuesta en e l c u lt iv o  m ix to  
lin fo c ito s -e sp e rm a to zo id e s  y la  esperada de l fe n o tip o  H L A -D  de los in d iv i ­
duos u tiliz a d o s .
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4 . -EXPR ESIQ N  E N  CELULAS SEM INALES N O  ESPERMATOZOIDES (C .S . no E .)  PE 
PRODUCTOS H L A -D .
En la  Tabla 28 se muestran las cpm correspandientes a  los c u lt iv e s  
m ix tes  lin fo c ito s -C .  S. no E. u t i l iz a n d e  in d iv id u o s  de fe n o tip o  H L A -D  co n o c id o , 
y se com poran con los cpm ob ten idas u t i l iz a n d e  les l in fe c ito s  (M it .C )  de l mismo 
in d iv id u o  com o c é lu le s  es tim u lado ras, y  con las cpm ob ten idas en los c u lt iv e s  
m ix tes  eu té legos lin fe c ito s - l in fe c ito s .
En la  Tabla 29  se in d ic a n  los %  de e s tim u la c ié n  para code com b ina - 
c ié n  lin fo c ito s -C .  S. no  E. L<»s dos com binociones au té leges mostraban un 6 2 ,5 %  
y un 24%  de e s tim u la c ié n , respec tivam en te . De las 13 cem binacienes a lo g é n ic a s , 
une mostrobo e s tim u la c ié n  de l 2 5 ,2 %  y  o tra  de l 8 6 ,5 % .  Las 11 cem binacienes 
a lé g e n ica s  restantes presenteben %  de e s tim u la c ié n  superieres a 1 0 0 % , inc luse  
en 3 cases superieres a  1 .0 0 0 % .
En la  F igura 17 se muestra un dam ero s im ila r a los presentodos 
o n te rio rm eh te  po re  e l case de los c u lt iv e s  m ix tes  e sp e rm a to zo id e s -lin fo c ito s . Como 
puede ebserverse, la  respuesta en  c u lt iv o  m ix to  o C .S . no E. muestra une c o r re la -  
c ié n  de r  *  0 ,7 8  con lo  que se esperorfo  si las es tim u lec ienes se deb ie ra n  a l re co ­
n o c im ie n to  de a loa n tfg eno s  H L A -D . Los c r ite r ie s  que se s igu ie ron  pore le  o s ign e - 
c ié n  de les respuestos fu e ro n ,e n  este ca se ,lo s  mismos que se u t i l iz e ro n  pore los 
c u lt iv e s  m ixtes e s p e rm a to zo id e s -lin fo c ito s . (Véase opa rto do  a n te r io r ) .
/VA
CULTIVO  M IXTO  LINFO CITO S -C .S .n o  E. (CPM)
C.S. no E. E.STinULADOn
A.S. D w 2 , D w 3 S.R. Dv/7,DwX
L I N F O C I T O S PC5P0NDED0R:
V . N D w l ,DwX
87 5 t C 9 2  
54 559+1396 





34 3 1 1 7 0
5 9 5 1 2 1 9 2 1 7
1 0 4 8 1 3 2 9
3061241
1 3 5 2 8 1 2 5 9 0
9584316
A . A Dw 5,DwX
1 2 0 3 1 2 8 0
5246 0 1 4 9 2 0
3 2 8 0 1 1 1 2 2
-
D.P Dw7,Dv;X
8 4 4 1 1 4 2
5 9 8 0 1 1 7 4 9 9
1 9 7 0 4 7 4 9
-
S.R D'/;7,DwX
8 9 1 1266
8 6 7 6 5 1 7 3 1 7





4 0 0 1 2 0 0
6 5 0 4 2 0 0
-




F.D D w 7 ,DwX -
208430
2454 4 1 3 7 7 0
30094601








P.H Dv/2, DwX -
613489




3 8 1 39*8268
28794192
TABLA 2 8 . -  Se muestra cpm t  de sv ia c iôn  standard para tr ip lic a d o s . 
a -  C u lt iv o  a u to lo g o  l in fo c ito s - l in fo c ito s .  b -  C u lt iv o  M ix to  l in fo -  
c i to s - l in fe c i to s  (m it .C )  . c - C u l t i v o  M ix te  lin fo c ito s  -  C .S . no E. 
6  d ias de c u lt iv o .R e la c io n  L /C .  S .n o  E. y  L/Lq^;^ : 1 /1 .
CULTIVO M IX TO  LINFO CITO S -  C .S . no E. ( % ESTIMULACION)
C.S. no E. E S T i n U L A D O R  ;
A. S. Dv/2, Dw3 S.R. Dv/7,DwX
L I N F O C I T O S  RCSPOND E D O R :  
V.N. D w l , D w X 172,8 4 138,9
C.Q. D w I , D w 7 205,5 211,1
A . A . D w 5 , D w X 172,6 -
D.P. D w 7 ,DwX 133,4 -
S.R. D w 7 , DwX 604,3 24,0
A.S D w 2 ,Dw3 -
J . A D w 2 , D w 5 - 1175
F.D D w 7 ,DwX - 1346,6
J . R D w 3 , Dv/7 - 638
F .T D w 3 , D w 5 - 25,2
P.M D w 2 ,DwX - 802,6
M .C Dwl, DwX - 86,5
TABLA 2 9 . -  Los %  se c a lcu la ro n  ta l y  como se in d ic o  en M a te ria le s  
y M etodos( p a g .9 8 ) . R e lac ion  L / C . S .n o  E. : 1 /1 . 6 -  d ia  de c u lt iv o .
I H
C O R R E LA C IO N  ENTRE LA RESPUESTA E N  EL C U L T IV O  MDÇTO 
C .S . no E . -  L IN F O C IT O S  Y  LA ESPERADA DEL FE N O T IP O  
H L A -D  DE LOS IN D IV ID U O S  U T IL IZ A D O S .








D w l,  DwX 
D w l,  Dw7 
D w 5 ,D w X  
Dw7, DwX 
D w 7, DwX 
D w 2, Dw3 
D w 2,D w 5 
D w 7 ,D w X  
D w 3, Dw7 
Dw3, Dw5 
D w 2 ,D w X  
D w l, DwX
Colncl<teoclf» •n ff#  k» re*f>u»ilo en mUfo
C .S  ne E .-llM oc» fo î \ U* nipermde <k.l U ro -  
lip o  H IA 'C  de lo t k id iv iüu-jt u M liicd c t.
N o côlncldeoclo
Reipiretlo dudoto tn  el cu ltive  C .S . ne E .- I ln fo c llo t .
FIGURA 17. -  El v o lo r de para la  ta b la  de c o n tin g e n c ia  2x2  en tre  la  
respuesta en c u lt iv o  m ix to  C .S . noE - l in fo c ito s  y  la  esperada de l fe n o tip o  
H L A -D  de los in d iv id u o s  u tiliz a d o s  es de 8 ,5 5  ( p ^ 0 ,0 0 5 ) .  El c o e f ic ie n -  
te  de c o rre la c io n  , r  ;  c a lcu la d o  como I X
rsW -^— , s iendo n e l numéro de
com binociones re a liza d a s , es de 0 ,7 8 .
H a y ,p o r lo  ta n to ,c o rre la c io n  en tre  la  respuesta en e l c u lt iv o  m ix to  C .S . no 
E - l in fo c ito s  y  la  esperada de l fe n o tip o  H L A -D  de los in d iv id u o s  u t iliz a d o s .
D I S C U S I O N
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1 . -  EXPRESIQN SELECT I V A  DE LOS A N T IG E N O S  H L A -A ,-B ,-C ,- B w 4 ,B w 6  Y  DE Bf 
E N  ESPERMATOZOIDES: GENES V E C IN O S  DE EXPRESIQN ALTE R N A N TE .
A ) EXPRESIQN DE A N T IG E N O S  H L A -A  Y  H LA -B .
-  C ito to x ic id o d  e s p e c ific o  de sueros o n t i-H L A -A  y  o n H -H L A -B  sobre esp er- 
m ofozo ides.
N uestros resulfados c o in c ld e n  con o q ue llos  presentodos por o tros ou to re s , 
Fe llous y  Dousset, 1970; K erek e t o l . ,  1972, A rn o lz -V il le n o  y  Festenste in , 1976; 
Festenstein e t o l . ,  1978, que ban u t i l iz o d o  te cn lco s  s lm ilo res de c ito to x ic id o d ,  
de que los an tfgenos H L A -A  y  H L A -B  eston présentes en lo  su p e rfic ie  de los esper- 
m o tozo ides. Tobias 1 y 3 .
La v a lid e z  de este m étodo para d e te c to r an tfgenos HLA en lo  s u p e rfic ie  
de los e sperm atozoïdes y  su se n s ib ilid o d  hacen que  los té cn ico s  de c ito to x ic id o d  
d ire c ta  m ediado por com plem ento , con t in c io n  po s te rio r e s p e c ifico  de los esperm o- 
tozo ides  v ivos y de los m uertos, seon los mas op rop iodos para esta to re a .
La v a lid e z  de l m étodo de ensoyo em pleodo esté g o ron tizo do  po r la  
e levo da  superv ivenc ia  de los e sperm atozoïdes después de l ensoyo en los con trô les  
ne go tivos  (superio r o l 8 0 % ), dornie e l suero o n t i-H L A  se sustituye por suero AB  Rh"*", 
y en los ensoyos donde e l suero o n t i-H L A  Ibo d ir ig id o  con tra  una e s p e c if ic id o d  
HLA que no posefd e l in d iv id u o  dononte  de los esperm otozoides, y  en donde  lo  
su p e rv iven c ia  era s im ilo r a la  que  presentoban los co n trô le s  ne go tivos .
La sen s ib ilid od  de l m étodo se debe o la  ausencia  de " fo n d o  ' después 
de l ensoyo, menos de un 2 0 %  de esperm otozoides m uertos in e sp ec fficom en te , y  
o la  fa c i l id a d  de d is tin g u ir  los esperm otozoides v ivos  de los muertos g rac ias  a l
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em p leo  de t in c io n  e s p e c if ic o  de estas dos p o b loc ion es . (V erde : v ivo s ; ro jo : m uertos).
Los bo jos p o rcen to jes  de esperm otozoides m uertos, o lre d e d o r de 1 /3  de 
los esperm otozoides to ta le s , em pleondo sueros o n t i-H L A -A  o o n t i-H L A -B  puede 
in te rp re to rse  en fu n c iô n  de la  po s ib le  exp res ion h o p lo id e  de estos p roductos en 
la  su p e rfic ie  de los esperm otozoides (F e llous  y Dousset , 1970; A rn a iz -V il le n o  y 
Festenste in , 1976; Festenste in e t o l . ,  1978).
Lo p o s ib i l ld o d  de  que la  c ito to x ic id o d  de estos sueros se de b ie ro  a 
o c tiv id o d e s  d ife re n te s  de los o c tiv id o d e s  o n t i-H L A , quedo descortodo: 1) por la 
e s p e c if ic id o d  de esta m uer te ; donde los sueros o n t i-H L A -A  y o n t i-H L A -B  m aton 
e sp ec ificom e n te  los esperm otozoides de  o q ue llos  in d iv id u o s  que poseen la  o c t iv i -  
dod H L A -A  o  H L A -B  re le v o n te  y  no  m aton los esperm otozoides de otros in d iv i­
duos que son ne g o tivo s  para estos esp ec ific id o d e s  (Tobias 1 y  3) y  2) por los 
experim entos de obsorc iôn  con preporoc iones p u rifico d o s  de membronos de h igodo  
de ro ta ; donde se dem uestro q u e , e fe c tiv o m e n te , en o lgunos sueros o n t i-H L A  
e x is te  o c t iv id o d  in e s p e c if ic o  o n ti-espe rm a tozo id es  y  que después de e lim in o r 
esto o c t iv id o d  los sueros m aton esp ec ificom e n te  los esperm otozoides de o q ue llos  
in d iv id u o s  que poseen lo  e s p e c if ic id o d  HLA re le v a n te  y no  otros e sperm atozoï­
des. Tabla 7 .
A unque nosotros n o  hemos re o liz o d o  experim entos en e l sen tido  de des- 
co rto r que las o c tiv id o d e s  H L A -A  y  H L A -B  de tec todos se deb ie ran  a restos de 
an tfgenos présentés en la  c é lu lo  madré de los esperm otozo ides, <}ue pud ie ro  im p l i-  
car que so lo  o q u e llo s  esperm otozoides mâs jovenes presentoron an tfgenos HLA (G o ld b e rg  
e t a l . ,  1970), ju s tif ic o n d o  o s f e l b a jo  p o rce n to je  de esperm otozoides H L A -A  o H LA -B  
po s it ive s  en con trodo  por nosotros, los experim entos en los que se demuestro expresion 
H oplo ide porecen descorto r eso p o s ib ilid o d . Adem às, si este hecho fue ro  la  rozôn 
p r in c ip a l de la  p resencio  de an tfgenos HLA en esperm otozo ides, deberfomos esperor 
que o p a rec ie ron  en estas cé lu lo s  otros on tfgenos HLA ap arté  de H L A -A  y  H LA -B  
(véase mâs o d e lo n te ) , coso que no  sucede.
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La presencio  de an tfgenos HLA en plasma sem inal ho sido estud iodo por 
varios ou to res. M it t o l ,  1975, encuentra  estos an tfgenos H L A -A  y H L A -B  en plasma 
sem inal de solo o lgunos in d iv id u o s  (^se cre to res? ), m ien tros que Law y Bodmer, 1978, 
no de tec ton  con tidodes op re c io b le s  de estos an tfgenos en plasma sem in a l. La p o s ib i-  
lid o d  de que los an tfgenos H L A -A  y H LA -B  de tec todos por nosotros se de b ie ran  p r in -  
c ip o lm e n te  a an tfgenos HLA présentes en e l plasma sem inal que se hub ie ron  pegodo 
a la  su p e rfic ie  de los esperm otozoides se descorto  en fu n c iô n  de los s igu ientes hecbos:
1 . -  La presencio  de estos an tfgenos HLA en plasma sem inal es o c tu o lm en te  d iscu tid o ; 
porece que solo o lgunos in d iv id u o s  (^secre to res?) presentorfon  estos an tfgenos 
en plasma sem ina l, m ien tros que la  presencio  de an tfgenos H L A -A  y H LA -B  
en esperm otozoides ho s ido  genera l a  todos los in d iv id u o s  estudiodos po r nosotros.
2 -  La expresion h o p lo id e  de estos productos descorto , osim ism o, la  p o s ib ilid o d  de
odsorc iôn de an tfgenos HLA o esperm otozoides.
3 -  La d is tr ib u c iô n  de los an tfgenos H L A -A  y  H L A -B  en la  membrorKi de los esper-
m otozo ides esta l im lto d o  a una zona muy de term inodo en p o s ic iô n  post-ocrosom ol 
de la  cobezo de l esperm otozo ide (H o lim  e t a l . ,  1974). H echo que contrasta  
con la  d is tr ib u c iô n  de l& g -m ic ro g lo b u lin a  que oparece  en d is tin to s  puntos de 
la  su p e rfic ie  de los esperm otozoides (F e llous e t o l . ,  1976). La presencio de 
^ ^ -n iic ro g lo b u lin a  en esperm otozoides se ho demostrodo que se debe p r in -  
c ip o lm e n te  o  lo  odsorc iôn  fie  is to  p ro te in o  que esté présente en e l plasma 
sem ino l, donde es uno de los com ponentes p r in c ip a le s ; odemâs, se encuen­
tra  p robob lem ente en form a l ib re ,  no  osociodo o cadenas pesodas de los 
an tfgenos H L A - A , - B , - C  (Low  y  Bodmer, 1978).
4 . -  Los %  de esperm otozoides muertos en ensoyos de c ito to x ic id o d  deberfon ser 
moyores que los encontrodos por nosotros si estos an tfgenos se odsorb ie ron de l 
plasma sem ina l.
5 -  En experim entos de c ito to x ic id o d  lovon do  progres ivom ente los esperm otozoides, 
se encuentra  que ta o c t iv id o d  de los sueros, estim odo com o %  de esperm oto-
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zo ides muertos en el ensoyo, no d ism inuye con e l numéro de iovodos (R odri­
guez de C ordobo y A rrx jiz  V il le n o ,  resultodos no pu b licodo s).
-  Los experim entos de obsorc iôn  de sueros o n t i-H L A -A ,  H LA -B  con firm an  los 
resultodos ob ten idos en los experim entos de c ito to x ic id o d .
Los experim entos de obsorc iôn  u t il iz o n d o  prepom cio ries  de esperm r/tc^o i- 
des p u rifico d o s  y los mismos sueros o n t i-H L A -A  y o n t i-H L A -B  u tiliz u d o s  en los e xp e ­
rim entos de c ito to x ic id o d  con firm an los resultodos ob len idos en estos é ltim o s  e x p e ri­
mentos.
N uestros resultodos en experim entos de obsorc iôn de sueros o n t i-H L A -A  
y H LA -B  c o in c id e n  con los resultodos ob ten idos por otros outores (K erek e t o l . ,  1972; 
Festenstein e t o l . ,  1980).
La obsorc iôn  de sueros o n t i-H L A -A  o o n ti-H L A  B es esper i f ic o ,  en e l 
sen tido  de que s o lo ’obsorben lu e s p e c if ic id o d  o n t i-H L A  los esp e in lu lo /o id e s  de ind i 
v iduos que poseen lo  e s p e c if ic id o d  H L A -A  o H LA -B  le le v u n le  y no otros esperm oto­
zo ides. Este hecho descorto la  p o s ib ilid o d  de que lo d ism inuc iôn  de la  o c t iv id o d  en 
los sueros obsorbidos pud ie ro  ser de b ido  o in h ib ic iô n  in e sp e c ifico  por los preporociones 
de esperm otozoides; por e je m p lo , o c t iv id o d  o n tico m p le m e n ta rio . Adem ôs, lo  obsorciôn 
es de pend ien te  de l num éro de cé lu lo s  em pleodos. Toblus 2 ,4 ,5  y 6 ; F iguros 1 ,2  y 3
Preporociones de esperm otozoides de o lgunos in d iv id u o s  po iecen  absorber 
m e jo r que otros las o c tiv id o d e s  présenté en o lgunos sueros o n t i-H L A . Este punto  
puede e xp lico rse  pe rfec tom en te  en fu n c iô n  de que olgunos de los sueros u tiliz o d o s  
oborcon varios e sp e c ific id o d e s  o n t i-H L A , y de l fe n o tip o  HLA de los in d iv id u o s  
donuntes de los esperm otozoides. La presencio  de on tfgenos HLA con re occ iôn  c ru ­
zado para estas esp ec ific id o d e s  HLA présentes en los sueros, scguiom ente es lo 
rozôn de lo  m oyor o menor obsorc iôn de los sueros o n ti-H L A  por preporoc iones de 
esperm otozoides p u rifico d o s .
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Un pu n to  sobre e l que es necesario  liom or la  o te n c iô n  es e l de que nues- 
tros p reporoc iones de esperm otozoides hobfon sido pu rifico d o s  p re v io m e n te , e lim in o n d o  
todo c é lu lo  sem inal no e sperm atozoïde, o d ife re n c io  de los preporoc iones u tiliz a d o s  
por otros outores con o n te r io r id o d .
La co n tid o d  de on tfgenos H L A -A  y H L A -B  présenté en estas cé lu lo s , 
segûn se deduce de nuestros resultodos, es superior a la  que presenton los esperm oto­
zo ides. La presencio  de estas cé lu lo s  sem inoles no  esperm otozoides en las p répara -  
c lones de esperm otozoides, con todo seguridod ho lle v o d o  consigo  sobreestim or la  
co n tid o d  de an tfgenos H L A -A  y  H L A -B  q u e , aunque por supuesto d é tec tab les  en 
los esperm otozoides, deben de estor en uno co n tid o d  re lo tivo m e n te  pequeMo.
A  este respecte , hoy que se fto lo r, que m ie n tro s  que 8x10^ lin fo c ito s  son 
copoces de e lim in o r por com p le te  la  o c t iv id o d  o n t i-H L A -A  o o n t i-H L A -B  de sueros ( 1^1) 
d ilu id o s  o su "en d  p o in t " ,  es necesario  u t i l iz e r  con tidodes muy superieres, 10x 1 0 ^  
esperm otozoides, poro absorber la  o c t iv id o d  o n t i-H L A -A  o o n t i-H L A -B  de c o n tid o -  
des s im ilores de estos mismos speros d ilu id o s  o su "end  p o in t"  y ,  en o lgunos od o s io - 
nes, in c lu se  estos con tidodes no  son copoces de absorber la  to ta lid o d  de la  o c t iv id o d  
o n t i-H L A -A  o o n t i-H L A -B . La presencio  de cé lu lo s  sem inoles no esperm otozoides 
oum ento considerob lem ente la  cop oc idod  de obsorc iôn  de o c tiv id o d e s  o n t i-H L A -A  o 
o n t i-H L A -B  por les p reporoc iones de esperm otozoides. Tablas 14 y 15.
A s f pues, en co n c lu s io n , nuestros resultodos in d i con c lo rom en te  que los 
on tfgenos H L A -A  y H LA -B  se encuen tron  présentes en lo  su p e rfic ie  de los esperm oto­
zo ides, aunque en menor co n tid o d  que en l in fo c ito s  o que en otros cé lu lo s  sem inoles 
d ife re n te s  de los esperm otozoides.
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B) N O  D E TE C C IO N  DE A N T IG E N O S  H L A -C ,N I  DE A N T IG E N O S  H LA -B w 4 ,B w 6  
E N  ESPERMATOZOIDES.
N uestros resultodos demuestron c lo rom en te  que on tisueros o n t i-H L A -C  
o o n ti-H L A -B w 4 , Bw6  no maton o p rec iob lem en te  los esperm otozoides de in d iv id u o s  
que poseen los o c tiv id o d e s  co rrespond ien tes, en experim entos de c ito to x ic id o d  m e- 
d iodo  por com plem ento , con tro rio m en te  o lo  que sucedfo cuondo se u t il iz o b o n  o n t i -  
sueros o n t i-H L A -A  o o n t i-H L A -B . Tablas 8  y  10.
En este sen tido , nuestros resultodos c o in c id e n  con los p re lim ino res  de 
Festenstein e t o l . ,  1978, que bob Ion encon trodo  que on tisueros o n t i-H L A -C  no
de tec tobon  la  p resencio  de an tfgenos H L A -C  en los esperm otozoides de dos in d i­
v iduos d ife re n te s .
P reporociones p u rifico d o s  de esperm otozoides tom poco obsorben estas 
o c tiv id o d e s  de sueros o n t i-H L A -C  o o n ti-H L A -B w 4 , Bw6  d ilu id o s  o su "en d  p o in t " .  
Tablas 9 y 11.
Los an tfgenos H L A -C  o H L A -B w 4 ,B w 6  p u eden ,s in  em borgo, de tectorse 
en otros cé lu lo s  sem inoles no esperm otozo ides, segûn se puede observer c lo rom en te  
cuondo en lugo r de esperm otozoides p u rifico d o s  se u t i l iz o n  cé lu lo s  sem inoles to to -  
les (esperm otozoides mâs otros c é lu lo s  sem inoles) en la  obsorc iôn de sueros o n t i-
H L A -C  o a n ti-H L A -B w 4 , Bw6 . Toblos 16 y 17.
El hecho de que los on tfgenos H L A - A , -B , -C , - B w 4 ,  Bw6  estén presen- 
ten  en cé lu lo s  sem inoles no esperm otozo ides, no sorprende, yo que en estas esfirpes 
ce lu lo re s  (cé lu los  e p ite lio le s  de descom ociôn de los vfos u r in o iiu s , l in lo c ito s  y m o- 
cro fogos) se ho encon trodo  la  p resencio  de d ichos an tfgenos HLA (véose en la  In tro - 
d u c c iô n , D is trib u c iô n  T isu lor de los A n tfgenos H LA ).
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La presencio  de on tfgenos H L A -C  en lo  su p e rfic ie  c e lu lo r  se ho demos­
tro do  que es menor que lo  de los on tfgenos H L A -A  y H LA -B  (Snory e t o l . ,  1977). 
Dodo que lo c o n tid o d  de on tfgenos H L A -A  y H L A -B  en lo  su p e rfic ie  de los esper­
m otozo ides es pe quefto , cobe la  p o s ib ilid o d  de que la  co n tidod  de an tfgenos H L A -C  
en los esperm otozoides seo ton bo jo  que escope o lo  cop oc idod  de d e te cc iô n  de los
té cn icos  em pleodos por nosotros. Toi vez en este coso serfo in te resonte la  u t i l iz o -
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c iô n  de técn icos  de "b in d in g "  em pleondo on ticue rp os  o n t i-H L A -C  morcodos con I , 
( té cn îco  de moyor se n s ib ilid o d  que ho sido u t i l iz o d o  en otros ocosiones para la  
d e te cc iô n  de an tfgenos H LA-D R en esperm otozoides; véose môs o d e lo n te ), para re ­
so lver esta cu e s tiô n . Sin em bargo, hoy que se fto lo r, que uno de los sueros o n t i-H L A -C
02
u t i l iz o d o  en los ex jje rim en tos de c ito to x ic id o d , e l BwOôxDq^ (C w 4 ), era uno de los 
môs fue rtes de que disponfom os con un "en d  p o in t"  de 1/ 1 0 .
La ausencia  de dé term inantes 6 w 4 ,B w 6  y no  de an tfgenos H LA -B  en la  
su p e rfic ie  de los esperm otozoides es mas d i f i c i l  de e x p lic o r .
N o  cobe en este coso ju s t if ic o r  esta ausencia  en fu n c iô n  de no d e te cc iô n  
deb ido  o la poco co n tid o d  de estos on tfgenos H LA -B w 4 ,B w 6  en la  membrono de los 
esperm otozoides, yo que para o q u e llo s  in d iv id u o s  hom ocigotos Bw4,Bw4 o Bw6 , Bw6 , 
lo  co n tid o d  de estos o n tfg e n o :, seon o no  p o rte  de la  mismo m o lé cu lo  que los 
dé term inantes H L A -B , es e l do b le  de la  de los an tfgenos H L A -B , que se de tec ton  
clo rom en te  en los esperm otozo ides. Adem ôs, un suero e l H IN C H C LIFFE  (Bw6 ) era 
e l suero môs fu e rte  de los que disponfom os ("e n d  p o in t"  1/ 2 0 ).
Podemos, sin em borgo, proponer dos e x p lico c io n e s , no e xc luye n fes  en tre  
sf de estos hechos. Segûn éstos : 1) los dé term inantes H LA -B  y H L A -B w 4 ,B w 6 , p ré ­
sentes o no en lo  mismo m o lé c u lo , pueden estor co d if ica d o s  por genes d is tin to s , e x -  
presôndose solo los que corresponden o los e sp e c ific idod es  H LA -B  en los esperm oto­
zo ides, y  2) lo  d ispo s ic ion  de los m o lécu los  que con tienen  los de term inontes H LA -B  
en los esperm otozoides puede ser d ife re n te  a  la  que presenton otros c é lu lo s , l le v o n -  
do  o la  desoporic iôn  de la d ispos ic iôn  e s truc tu ro l de estas m o lécu los  que como se
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lia  sugerido (G rum e t e t o l . ,  1978), ser fa la  responsable de los dé term inantes o n t i-  
gén icos B w 4,B w 6, o enm ascarando estos dé term inantes Bw 4,B w 6.
El c u o iq u ie r coso, un ospecto  in te reson te  de esto no  d e te cc iô n  de los 
de term inontes  B w 4,Bw 6 en los esperm otozoides es la  p o s ib ilid o d  de u t i l iz e r  estas 
cé lu lo s  pa ra  d is t in g u ir  sueros p o lie s p e c if ic o s  o n t i-H L A -B  de o u té n tico s  sueros o n t i-  
H L A -B w 4 ,B w 6 , torea o menudo d i f i c i l  de re o liz o r .
En co n c lu s io n , no  oporecen en la  su p e rfic ie  de los esperm otozoides 
on tfgenos co d if ic a d o s  por los lo c i H L A -C  y  H L A -B w 4 ,B w 6 .
C ) A U S E N C IA  DE FACTOR B E N  LOS ESPERM ATOZOIDES.
D entro  de l C om p le jo  P rin c ip a l de H is to c o m p o tib ilid o d  ex is te n  genes que 
c o d if ic o n  para com ponentes de l com plem ento . La p o s ib ilid o d  de que duronte  la 
e spermatogenesis se d ie ro  uno exp res ion  s im u ltanée de los productos co d if ica d o s  
por e l C o m p le jo  P rinc ipa l de H is to c o m p o tib ilid o d  ho sido o n o liz o d o  por Erickson , 
1977, en e l ro tô n .
N osotros no hemos p o d id o  d e te c to r lo  presencio  de o c t iv id o d  de Foctor B 
n i en plasma sem in a l, n i en esperm otozoides. Estos resultodos c o in c id e n  con los 
de E rickson en e l sen tido  de que é l tom poco en co n trô  la  p resencio  de productos 
c o d if ica d o s  po r otros lo c i d ife ren te»  Je los que c o d if ic o n  poro los on tfgenos de 
h is to c o m p o tib ilid o d  en los esperm otozoides de l ro tô n . F iguro 5 .
C onc lu im os , por ta n to , que los esperm otozoides no poseen Factor B de 
lo  v fo  o lte rn o t iv o  de o c t iv o c iô n  de l com plem ento.
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Porece, por to n to , p robob le  que la  expres ion de p roductos c o d if ic a d o s  
por lo c i vec inos en e l Sistemo HLA se p roduzca de un modo s e le c t iv e  en los esper­
m o tozo ides, expresondose los p roductos de o lgunos lo c i ,  H L A -A  y H L A -B  y no los 
de otros; en tre  los que se in c lu ir io n  los correspondientes a  la  re g ion  H L A -D /D R  
(véose mâs o d e lo n te ).
2 . -  E S T IM U LA C IO N  DE L IN F O C IT O S  EN C U L T IV O  M IX T O  E S P E R M A T O Z O ID E S -L IN F O ­
C ITO S : SU IRREGULARID A D Y  POSIBLE S CAUSAS.
Dos grupos d ife ren tes  de investigodores bon presentodo pruebos de que 
preporociones de esperm otozoides son copoces de e s tim u lo r a  l in fo c ito s  o lo g é n ico s  
en c u lt iv o  m ix to  e sp e rm a to zo id e s -lin fo c ito s .
El g rupo de Levis  (Lev is  e t o l . ,  1975 ,1 9 7 ô )  encuen tron  que estas 
es tim u ioc iones son s im ilores o los encontrodos en e l c u lt iv o  m ix to  de l in fo c ito s ,  con 
un m oxim o de es tim u la c ié n  en e l d ia  42 de l c u lt iv o ;  e l g rupo de Festenste in (H o lim  
y Festenste in, 1975; Festenstein e t o l . ,  1977, Festenstein y  H o lim , 1978) por e l 
c o n tra r io  encuentron  es tim u ioc iones m ucho menores, que en muchos cosos no superan 
e l do b le  de l v o lo r de los con trô les  a u to logo s , con un m ôxim o en  e l d fo  62 del 
c u lt iv o .  Ambos grupos re a liz a ro n  p r in c ip o lm e n te  sus experim entos con re lo c ione s  
esp e rm o to zo id e s /lin fo c ito s  de 1/ 1 ,  y  ombos, odemâs, com un icon la  e x is te n c io  
de d is tin to s  con tidodes de cé lu lo s  sem inoles no  esperm otozoides con tom ino ndo  sus 
preporociones de esperm otozoides.
Nuestros resu ltodos, u t i l iz o n d o  preporoc iones p u rific o d o s  de esperm otozoides 
donde no hobfo con tom ino c iôn  d e te c to b le  de otros c é lu lo s  sem inoles, dem uestron, 
con tro riom en te  o los resultodos com unicodos p re v io m e n te , que los esperm otozoides no 
es tim u lon , o lo  hocen, con o lgunos e xce pc ione s , muy d é b ilm en te  o los l in fo c ito s  
o log én ico s  en c u lt iv o  m ix to  e sp e rm o to zo id e s -lin fo c ito s . F iguros 6 o , 7o , 8 o , 10, 11 y 
12. Toblos 26o, 26b y 27 .
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Los es tim u ioc iones encontrodos por nosotros son genero lm en le  equ iporob les  
o los que presenton los con trô les  ou tô logos lin fo c ito s - l in fo c ito s  o o los de los 
c u lt lv o s  m ix tos  ou tô logos e sp e rm a to zo id e s -lin fo c ito s , oun o pesor de que los l in ­
fo c ito s  (M it .C )  de los donontes de los esperm otozoides estim u lobon c lo ra  e ir ite n -  
samente o los lin fo c ito s  u t i l iz a d o s  como respondedores en e l c u lt iv o  m ix to  esper­
m a to z o id e s - lin fo c ito s . F iguras 6 b ,7 b , 8 b y 13. Tablas 2 4 o ,2 4 b  y 25 .
Solo  en o lgunos pocos ocosiones estas es tim u ioc iones por p a rle  de los 
esperm otozoides eron c lo rom en te  p o s it iva s .
Los es tim u ioc iones p o s itiva s  por los esperm otozoides no guardobon re b - 
c iôn  con e l num éro de esperm otozoides u tiliz a d o s  en e l c u lt iv o  m ix to  n i con e l 
tiem po  de c u lt iv o ,  segun se pudo observer cuondo se re a liza ro n  curvos de tiem po 
o de con cen troc iôn  u t i l iz o n d o  los mismos lin fo c ito s  respondedores y los mismos 
esperm otozoides como estim u lodores.
Estas es tim u ioc iones  son odemâs independ ien tes  de la  exp res ion de p ro ­
ductos ligodos o l sexo, o n tfg e n o  H -Y ,  y /o  productos co d if ica d o s  por la  re g iôn  
H L A -D /O R  (véose mas o d e lo n te ) segun pudo com proborse cuondo se o n o liz ô  por 
seporodo la  e s tim u la c ié n  de lin fo c ito s  p e rten ec ien tes  o donuntes ma seul inos o 
fem eninos por fos esperm otozo ides. F igura 9 .
Los e levodos es tim u ioc iones encontrodos por e l g rupo  de Levis po recen 
poder e xp l icorse com ple tom ente  por la  presencio de cé lu lo s  sem inoles no  esper­
m o tozo ides, que co n tom ino rfon  sus p reporoc iones de esperm otozoides.
En este se n tid o , nuestros resultodos m uestron, sin lugo r o dudos, que 
los cé lu lo s  sem inoles no esperm otozoides p u rifico d o s  son copoces de es tim u lo r c lo -  
rom ente o l in fo c ito s  o lo g é n ico s  en c u lt iv o  m ix to . F igura 14. Tobio 29 .
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Este h e c lio  c o in c id e  con I os resultodos presen todos por M isko  e t o l . ,  1978, 
en Ios que demostrobon que las ce fu los  sem inoles présentes en e l semen de in d iv id u o s  
vosectom izodos, don de no hoy e sperm atozoïdes, es tim u lobon a Ios l in fo c ito s  o lo g é n ico s  
en c u lt iv o  m ix to . Hoy que seHolor, ode mas, que I os %  de e s tim u loc iôn  co lcu lo d o s
0 p a r t ir  de las cpm com unicados po r estos ou tores en sus resu ltodos, c o in c id e n  con
1 os %  de e s tim u loc iôn  encontrados po r nosotros u t i l iz a n d o  cé lu lo s  sem inoles no e sper­
matozoïdes ob ten idos de l semen de in d iv id u o s  norm ales. Tabla 29 . Seguramente se t ro -  
to ,  odemos, de I os niismos tipos  ce lu lo re s .
Aunque o lgunos de las estim u loc iones encontrados por e l grupo de Festensfein 
pu d ie ron  tener su ju s t if ic o c iô n  en la  presencio  de cé lu lo s  sem inoles no  e sperm atozoïdes 
con tom inondo  sus p reporoc iones de esperm otozoides, en g e n e ro l, sus resultodos son mâs 
sim ilo res  o  los nuestros. S in em borgo, lo  p o s ib ilid o d  de que estos es tim u loc ion es  sa 
deb ie ron  o de term inontes H L A -b  com o in d ic o n  estos ou tores no porece p ro b o b le  ; se- 
gûn se puede d e d u c ir cuondo se com poron estos es tim u loc ion es  con los p rovocodos por 
los l in fo c ito s  (M it .  C ) de estos mismos dorxintes de los esperm otozoides sobre los m is- 
mos lin fo c ito s  respondedores u til iz o d o s  en e l c u lt iv o  m ix to  (véose mâs o d e lo n te ).
En c u o iq u ie r coso, lo  p resencio  de c é lu lo s  sem inoles no esperm otozoides 
con tom inondo los p reporoc iones de esperm otozoides u t il iz o d o s  en e l c u lt iv o  m ix to  
e sp e rm o to zo id e s -lin fo c ito s  es im po rton te  o lo  horo de in te rp re to r los es tim u loc iones 
encontrados en este t ip o  de c u lt iv o ,  maxim e si com o hemos dem ostrodo, estos c é lu ­
los sem inoles no esperm otozoides son copoces por s f solos de provocor es tim u loc iones  
considerob les de lin fo c ito s  o log én ico s  en c u lt iv o  m ix to . F igura  14. Tabla 29 .
En co n c lu s io n , podemos d e c ir  que cuondo se u t i l iz o n  p reporoc iones de 
cé lu lo s  sem inoles to to le s  (esperm otozo ides y  otros c é lu lo s  sem inoles) poro es tim u lo r 
l in fo c ito s  o log én ico s  en c u lt iv o  m ix to , los c é lu lo s  que po recen p r in c ip o le s  respon­
sables de estas estim u loc iones son los cé lu lo s  sem inoles no esperm otozoides.
Y  que las ocasionoles es tim u loc iones encontrados con p reporoc iones p u -
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r if ic a d a s  de esperm otozoides no po recen ser deb idos o dé term inantes H L A -D  (véose 
mos o d e lo n te ) o o productos ligodos o l sexo, pud iend o  estor im p lico dos  otros sis- 
temos ge né ticos  co d if lco d o s  de n tro  o  fue ro  de l Sistemo H LA .
3 . -  C O R R E LA C IO N  DE LOS A N T IG E N O S  H L A -D  y H LA -D R : EN  P O B LA C IO N  Y  EN  
LAS CELULAS.
A ) C O R R E LA C IO N  ENTRE LO S A N T IG E N O S  H L A -D  Y  H LA -D R  E N  U N A  
MUESTRA DE LA  P O B L A C IO N  E S P A R O LA .
En g e n e ro l, se ho encon trodo  ona bueno c o r re lo c iô n  H L A -D /H L A -D R  
en todos los po tilo c ione s  estud iodos.
N uestros resu ltodos de lo  c o r re lo c iô n  H L A -D /H L A -D R  en la  p o b lo c iô n  
espofio lo se muestron en lo  Tobio 23 . Très po re jos de ontTgenos muestron uno bo jo  
c o rre lo c iô n ; D w 3/D R 3, D w 4/0R 4 y D w 6/D R w 6 .
Com o ocu rre  en otros po b loc ion es  lo  mayor po rte  de los d iscrepancies 
D/DR se enm orcon den tro  de l t ip o  D w -/D R  +  , lo  que in d ic o rfo  que los e s p e c if ic i-  
dodes H LA -D R  son en c ie r to  modo mas om p lias  que los correspondientes H L A -D . 
Adem ôs, si se o n o liz o  in d iv id u o  po r in d iv id u o  uno puede dorse cuento  de que la  
m ayor po rte  de estos D w - corresponden a b lo n co s ; cosos en los que no se pudo 
os ignor n inguno  de los 7  e sp e c ific id o d e s  H L A -D  estudiodos por nosotros.
Lo mayor po rte  de los estudios de los dé term inantes H L A -D  se bon 
re o liz a d o  en pob lac iones coucosoides cen troeuropeos o om ericonos. Esto podrTo 
im p lic a r que las e sp ec ific idod es  H L A -D  d e fin idos  en la  oc tu a lid c rico rre sp o n d ie ro n  
a determ inodos subdiv is iones de estos on tfgenos H L A -D , que e x p lic o r fo  porqué 
los e sp ec ific idod es  H L A -D  d e fin id o s  en lo  o c tu o lid o d  son mâs cortos que las 
correspondientes H LA -D R .
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La d if ic u lto d  de l t ip o  je  H L A -D  en c u lt iv o  m ix to , don de no  solo es tim u- 
lan los dé term inantes H L A -D , debe tenerse en cuento  en nuestro coso, dodo que 
nosotros hemos u t i l iz o d o  como cé lu lo s  hom ocigo tos de t ip o je  cé lu lo s  procédantes 
de uno p d a lo c io n  d ife re n te  o lo  nuestro y  que o demos se og rovo  por e l hecho de 
que no nos ho sido pos ib le  tip o r nuestro p o b lo c iô n  mos que con uno solo c é lu lo  
hom ocigo to  poro codo e s p e c if ic id o d  H L A -D . Lo m edido en que estos cuestiones 
hoyon in f lu id o  en e l t ip o je  H L A -D  re o liz o d o  por nosotros lo  desconocemos, pero 
creemos que debe tenerse en cuento  o  lo  horo de cons idero r lo  bo jo  c o rre lo c iô n  
encon trodo  poro o lgunos pore jos de on tfgenos H L A -D /H L A -D R . Hoy que seMolor, 
sin em borgo, que lo  c o rre lo c iô n  H L A -D /H L A -D R  a  n iv e l in d iv id u o i,  con olgunos 
e xce pc ione s , es bostonte bueno y  que en otros pob loc iones  se hon en con trodo  los 
mismos problem os de c o rre lo c iô n  H L A -D /H L A -D R  (T roup e t o l . , 1978; Troup e t o l . , 
1979).
El tomoMo de nuestro muestro es o tro  fo c to r o cons ide ro r, sobre tod o  o 
lo  horo de co rre lo c io n o r on tfgenos que oporecen en  uno fre cu e n c io  muy bo jo  en 
nuestro p o b lo c iô n , com o es e l coso de H L A - Dw4 y  H L A -D w 6 . TobIo 19.
Por u lt im o , un hecho o tener en cuento  respecte o l on o lis is  de lo  c o r re -  
lo c iô n  de los on tfgenos H L A -D  y  H LA -D R  lo  co n s titu ye  e l coso de lo  oso c io c iôn  
de esos on tfgenos con on tfgenos cod if lco d o s  por otros lo c i ,  en con cre te  e l locus 
H L A -B .
En este sen tido , hoy que sefV ilor que o l ig u o i que e l o n tfg e n o  H LA -D R 5 
esta o soc iode  o H LA -B 40 en nuestro p o b lo c iô n  (A rn o iz  V llle n o  e t o l . ,  1981o), 
con tro rio m en te  o lo  que ocurre  en otros po b lo c io n e s , tom bién H L A -D w 5  esta oso - 
c io d o  o H LA -B 40 en lo  p o b lo c iô n  espofio lo (Tobio  2 2 ), m ien tros que como ocu rrfo  
poro H LA -D R 5, este o n tfgen o  H L A -D w 5  esta o soc io d e  o otros on tfgenos d ife ren tes  
en otros pob loc iones estudiodos (Terosoki e t o l . ,  1980).
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N uestros resultodos deben consideror se com o p re lim in o re s . Lo ob tenc iôn  
de cé lu lo s  hom ocigotos de t ip o je  de in d iv id u o s  pe rten ec ien tes  o  nuestro p o b lo c iô n , 
o s f com o un mayor tom ofio  de lo  muestro em pleodo pe rm it iron  com p lé te r y  so luc io no r 
o lgu no  de estos cuestiones p lon teodos.
En cu o iq u ie r coso , se en cuen tro  en g e n e ro l, urxj bueno c o r re lo c iô n , con 
o lgunos exce pc ione s , en tre  los e sp e c ific id o d e s  H L A -D  y H LA -D R  en lo  p o b lo c iô n  
esp o fio lo , s iendo un d o to  mâs o fo vo r de este hecho e l que H L A -D w 5  y H LA -D w 7  
son los on tfgenos H L A -D  mos frecuen tes  en lo  p o b lo c iô n  espoMolo (Tobio 19), c o in -  
c id ie n d o  con que HLA -D R 5 y  H LA -D R 7 son osim ism o los on tfgenos H LA-D R  mâs 
frecuen tes  en lo  p o b lo c iô n  espofio lo  (A rn o iz  V ille n o  e t o l .  1981o).
B) A U S E N C IA  DE PRODUCTOS DE LA R E G IO N  H L A -D /D R  E N  ESPERMATO- 
Z O ID E S .
-  A usencio  de on tfgenos H LA -D R  en esperm otozoides
A unque se hon presentodo pruebos de lo  e x is te n c io  de on tfgenos lo  (c o d i-  
f ico d o s  por la  reg iôn  1, e q u iv o le n te  a  lo  re g iôn  H L A -D /D R  en e l h ombre) en los 
esperm otozoides d e l ro tô n , lo  presencio  de on tfgenos H LA -D R  en los esperm otozoides 
humonos no  ho sido co n firm o d o .
Lo cop oc idod  es tim u lodo ro  de los esperm otozoides encon trodo  por o lgunos 
ou tores (d iscu tid o  on te rio rm en te ) ju n to  con estos hechos encontrodos en e l ro tôn  de 
lo  exp res iôn de on tfgenos lo  fueron considerodos por muchos com o pruebos s u fic ie n -  
tes o fo vo r de lo  presencio  de on tfgenos H LA -D R  en esperm otozoides humonos.
Sin em borgo, en estudios p re lim in o re s , n i Dousset e t o l . ,  1980, u t i l iz a n d o
o n ticue rp os  m onoclonoles o n ti-H L A -D R , n i Tosi (F e rro ro , 1980) u t i l iz a n d o  técn icos
125de "b in d in g "  m ed ion te  e l em pleo  de on ticue rp os  o n ti-H L A -D R  morcodos con I , 
hon d e te c to d o  lo  presencio de estos on tfgenos en esperm otozoides humonos.
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Nuestros resultodos en experim entos de c ito to x lc id o d  sobre esperm otozoides 
u t il iz a n d o  sueros o n ti-H L A -D R  demuestron que estos sueros no moton los esp e rm o tozo i­
des s ig n if ic o tiv o m e n te  (Tobio  13). Hechos que c o in c id e n  p lenom ente con los resu ltodos 
ob ten idos en los obsorciones de sueras o n ti-H L A -D R  po r p reporoc iones p u r if ic o d o s  de 
esperm otozoides, en los que se observo c lo rom en te  que  lo  o c t iv id o d  o n ti-H L A -D R  
no se m o d ifico  op rec iob lem en te  después de esto obsorc iôn  con esperm otozoides.
(F iguras 2 / 4 ) .
Los sueros o n ti-H L A -D R  norrno lm ente se o b s irb e n  con p loquetos p rev iom e n te  
poro e lim in o r otros o c tiv id o d e s  o n t i-H L A  d ife re n te s  de los H LA -D R . Es m uy pos ib le  
que los pequeflos o c tiv id o d e s  c ito to x ic o s  observodos en o lgunos de estos sueros en 
los experim entos de c ito to x ic id o d  sobre esperm otozoides (Tobio  13), dodo que son 
in e sp e c ifico s , se debon o otros o c tiv id o d e s  o n t i-H L A  res iduo les.
Los resultodos presentodos por Festenstein e t  o l . ,  1980, de que lo  obsorc iôn  
con preporoc iones de esperm otozoides de sueros o n ti-H L A -D R  porecfo  d ism in u ir lo  
o c t iv id o d  de estos sueros cuondo se re o liz o b o  en proporc iones superiores a 17x10 es­
p e rm o to zo id e s / y)l de suero, pueden ser in te rp re todo s  com o obsorc iôn in e s p e c if ic o , 
d ilu c iô n  (no presentobon n ingun t ip o  de c o n tro l poro descorto r estos p o s ib ilid o d e s ) 
o  mos sen c illo m en te  o lo  p resencio  de cé lu lo s  sem inoles no esperm otozoides H LA -D R  
p o s it ive s , que segûn e llo s , con tom inobon sus p reporoc ion es , y  que poro esos c o n t i-  
dodes ce lu lo res  que u t il iz o b o n  co n s titu ye n , sin dudo , un num éro c o n s id e ro b le .
Los on tisueros u til iz o d o s  por Hom m erling e t o l . ,  1975, y con los que d e - 
m ostroron lo  p resencio  de on tfgenos la  en los esperm otozoides de l ro tô n , eron p o lie s -  
p e c if ic o s  y d ir ig id o s  con tre  todo lo  re g iôn  1 o  1*. En este sen tido , cobe lo  p o s ib i l i­
dod de q u e , oun cuondo se considéré lo  hom olog fo  de les regiones T y H L A -D /D R , este 
t ip o  de on tfgenos ^  que oporecen en los esperm otozoides de ro tôn  no tengon no do que 
ver con los on tfgenos H LA -D R  de tec todos en e l hom bre.
En con c lu s iôn  nuestros resultodos dem uestron que los on tfgenos H LA -D R  no 
estôn présentes en los esperm otozoides.
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-  A usenc io  de de term inontes H L A -D  en esperm otozoides
El es tud io  de l c o n ju n to  de los es tim u loc iones  de l in fo c ito s  o log én ico s  
poro e l locus H L A -D  por p reporoc iones p u rifico d o s  de esperm otozoides no se c o rre - 
lo c io n o  con los es tim u loc iones que cob rfon  esperorse si los es tim u loc iones se deb ie ron  
o lo  p resencio  de de term inontes H L A -D  en lo  su p e rfic ie  de los esperm otozoides para 
n inguno de los re lo c ione s  e s p e rm o to zo id e s /lin fo c ito s  estudiodos por nosotros, c o n tra -  
r iom en te  o  los resultodos encontrodos por Festenstein y  H o lim , 1978. F iguros 15 y 16.
Estos outores u t i l iz o n ,  en nuestro o p in io n , un n iv e l muy b o jo  de %  de e s ti­
m u lo c iôn  po ro  consideror e l c u lt iv o  m ix to  e sp e rm o to zo id e s -lin fo c ito s  p o s it iv o . C o n s i- 
deron este c u lt iv o  m ix to  p o s it iv o  cuondo los es tim u loc iones son superiores o l 35%  
de l v o lo r de l co n tro l o u tô lo g o  l in fo c ito s - l in fo c ito s .  Este v o lo r que es cosi e l l im ite  
que se consldero genero l men te  o ce p to b le  para  uno desv io c iôn  stondord, no  puede 
ser considerodo como de e s tim u lo c iô n . Adem ôs, no  sefto lon, en n ingun coso e l v o lo r 
de l %  de e s tim u loc iôn  encon trodo  po r e llo s  poro los c u lt iv o s  m ixtos ou tô logos  l in fo -  
c itos -esperm otozo ides , que porecen mos im porton tes que los vo lo res de l c u lt iv o  m ix to  
o u tô lo g o  l in fo c ito s - l in fo t i to s ,  sobre todo  si se p re tende d é f in ir  uno respuesto a o lo o n tf-  
geno .
H oy que seMolor, odem os, que estos es tim u loc iones pud ie ron  ser debidos 
o lo  p resencio  de cé lu lo s  sem inoles no  esperm otozoides que pud ie ron  con tom ino r 
sus p reporoc iones.
N uestros resultodos en  c u lt iv o s  m ixtos l in fo c ito s -c é lu lo s  sem inoles no 
esperm otozoides p e rte n e c ie n te s  ombos c é lu lo s , o in d iv id u o s  p rev iom ente  tipodos 
poro e l locus H L A -D  muestron uno bueno c o rre lo c iô n  en tre  los es tim u loc iones en­
controdos en los c u lt iv o s  m ix tos  lin fo c ito s -c é lu lo s  sem inoles no esperm otozoides y 
los que se esperorfon en fu n c iô n  de l fe n o tip o  H L A -D  de los in d iv id u o s  u t iliz o d o s . 
F igura 17.
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A pesar de l pequeflo  numéro de com bînoclones u til iz o d o s  y  de que no 
ho sido po s ib le  re o liz o r  c u lt iv o s  m ixtos en tre  in d iv id u o s  H L A -D  id é n tic o s , o p o rte  
de los c u lt iv o s  ou to logos l in fo c ito s -c é lu lo s  sem inoles no esperm otozoides, nuestros 
resultodos no descorton lo  p o s ib ilid o d  de que estos de term inontes H L A -D  estén p ré ­
sentes en los cé lu lo s  sem inoles no  esperm otozoides. Los lin fo c ito s  y m ocrofogos p ré ­
sentes en e l semen expreson sin dudo de term inontes  H L A -D  (véose en lo  In tro d u c c iô n , 
D is trib u c iô n  T isu lo r de los A n tfgenos H LA ).
Los ocosionoles es tim u loc iones encontrodos en e l c u lt iv o  m ix to  esperm oto­
z o id e s - lin fo c ito s , con esperm otozoides p u r if ic o d o s , pueden tener su o rig en  en s is te - 
mos gené ticos d ife ren tes  de l H L A -D , co d if lco d o s  en otros ré g io n * *  de l Sistemo 
H LA o  inc luse  fue ro  de l Sistemo HLA
D entro de esto seMolodo ousencio  de productos de lo  reg ion  H L A -D /D R  
en esperm otozoides hoy que in d ic o r  que re c ie n tem en te  Levis  y  D o ttn e r, 1979, hon 
presentodo pruebos de que los l in fo c ito s  sen s ib iiizo dos  en c u lt iv o  m ix to  con p repo ­
roc iones de esperm otozoides (1 ) no  son copoces de o r ig in o r uno respuesto secundo- 
r io  cuondo se reestim u lon  con los mismos esperm otozo ides, ounque sf po recen res­
ponder en c u lt iv o  secundorio  o l in fo c ito s  de l dononte de los esperm otozoides u t i l i ­
zodos en lo  s e n s ib iliz o c iô n .
Resultodos p re lim ino res  ob ten idos po r nosotros, muestron que los i in fo -  
c itos  sens ib iiizodos en c u lt iv o  m ix to  fren te  o  lin fo c ito s  ( M it .  C ) de un in d iv id u o  
son incopoces de responder en c u lt iv o  secundorio  o los esperm otozoides p u rifico d o s  
de ese mismo in d iv id u o , m ien tros que lo  hocen pe rfec tom en te  cuondo son los l in ­
fo c ito s  los u ti l iz o d o s  en lo  re e s tim u lo c iô n .
(1) N o  creemos que puedo descortorse que esto se n s ib ilizo c iô n  pu d ie ro  ser deb ido  
o cé lu lo s  sem inoles no esperm otozoides que con tom inoron  los preporoc iones de 
esperm otozoides u tiliz o d o s  por estos ou tores.
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De nuestros resu ltodos, podemos c o n c lu ir  que los productos de la  re g iôn  
H L A -D /D R  no estôn présentes en los esperm otozo ides, hecho que ju n to  con la  genero l 
y bueno c o r re lo c iô n , con o lgunos e xce pc ione s , e n tre  los on tfgenos H L A -D  y H L A -D R , 
vo o fo vo r de lo  estrecho re lo c iô n  o n iv e l g e n é tic o  y  o n tig é n ic o  de los p roductos 
H L A -D  y  H LA -D R
C O N C L U S I O N E S
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C O N C L U S I O N E S
1 . -  Los o n tfg e n o s  de los lo c i H L A -A  y H LA -B  se encuen tron  en la  su p e rfic ie  de 
los esperm otozo ides, ounque en menor co n tid o d  que en lin fo c ito s  o en otros 
c é lu lo s  sem inoles.
2 . -  Los on tfgenos de los lo c i H L A -C , H L A -B w 4 ,B w 6  y H LA-D R  no  se encuentron  
en lo  s u p e rfic ie  de los esperm otozo ides.
3 . -  Los esperm otozoides no lle v o n  Foctor B de lo  v fo  o ite rn o t iv o  del com plem ento .
4 . -  Los irre g u lores es tim u loc iones d e l c u lt iv o  m ix to  e sp e rm o to zo id e s -lin fo c ito s  no 
son deb idos o productos H L A -D  que estuviesen présentes en lo  su p e rfic ie  de 
los esperm otozo ides, n i o otros productos ligodos o l sexo.
5 . -  C é lu lo s  sem inoles no esperm otozoides son los responsobles de lo  e s tim u loc iôn
de los l in fo c ito s  en c u lt iv o  m ix to  por p reporoc iones de esperm otozoides en con­
trodos por o tros ou tores; no  se descorto  lo  p resencio  de de term inontes H L A -D  
en estas c é lu lo s  sem inoles no  esperm otozo ides.
6 . -  Se encuen tro  en genero l bueno c o r re lo c iô n , con o lgunos exce pc ione s , en tre
los e sp e c ific id o d e s  H L A -D  y H LA -D R  en lo  p o b lo c iô n  esponolo ; e l lo  ju n to  
con su ousencio  en esperm otozo ides va o fo vo r de que los productos H L A -D  
y  H LA -D R  estén re lo c iono dos  o n iv e l g e n é tic o  y  o n tig é n ic o .
7 . -  Los conclus iones on te rio res  in d ic o n  que probob lem ente  ex is te  uno expresiôn se­
le c t iv e  en esperm otozoides de productos de lo c i HLA muy prôxim os en tre  sf.
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